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Ligand-vezavne lastnosti hidrofobnega žepa EpCAM in njegov vpliv na
regulirano intramembransko cepitev
Povzetek:
EpCAM je človeški transmembranski glikoprotein tipa I, ki se izraža na nizki ravni v
epitelijskih celicah in na visoki ravni v številnih izvornih celicah. Poleg tega se izraža
na visoki ravni v celicah različnih karcinomov. Zaradi slednje lastnosti je bil predla-
gan kot potencialna tarča pri zdravljenju nekaterih rakavih obolenj, razvita pa so
bila številna terapevtska protitelesa. Obenem pa je naše razumevanje njegove vloge
v celičnih procesih omejeno. Eksperimentalna določitev strukture zunajceličnega
dela EpCAM je razkrila prisotnost hidrofobnega žepa na njegovi površini. Eden
izmed mehanizmov, ki omogoča udeležbo proteina EpCAM v celičnih procesih, je
regulirana intramembranska cepitev. Predpostavljamo, da hidrofoben žep igra vlogo
pri regulaciji omenjenega mehanizma. V okviru diplomskega dela smo načrtali in
pripravili mutantne oblike proteina EpCAM s fizično zaprtim hidrofobnim žepom
in kvalitativno dokazali spremembe v regulirani intramembranski cepitvi. V okviru
magistrskega dela smo te spremembe kvantificirali in analizirali spremembe v lo-
kalizaciji mutantnih oblik. Slednje smo tudi izrazili v insektni celični liniji Sf9. Z
očǐsčenimi proteini smo preučili ligand-vezavne lastnosti hidrofobnega žepa, tako
in vitro kot tudi in silico. Opazili smo lokalizacijo mutantnih oblik na neznanih
fibrilarnih strukturah in kvantificirali njihovo spremenjeno dovzetnost k regulirani
intramembranski cepitvi. Dokazali smo tudi njihovo pravilno zvitje in vezanje z li-
gandi.
Ključne besede: EpCAM, regulirana intramembranska cepitev, ligand

Ligand-binding capabilities of EpCAM’s hydrophobic pocket and its ef-
fect on regulated intramembrane proteolysis
Abstract: EpCAM is a type I human transmembrane glycoprotein, expressed at
low levels in epithelial cells and at high levels in a variety of stem cells. Additionally,
high levels of expression have also been observed in various carcinomas. Due to the
latter characteristic, EpCAM has been proposed as a potential target in treating
certain types of cancer. Indeed, therapeutic antibodies have been developed. Howe-
ver, our understanding of EpCAM’s involvement in cellular processes leaves much
to be desired. After the structure of EpCAM’s extracellular part had been experi-
mentally determined, a hydrophobic pocket was observed on its surface. EpCAM’s
involvement in cellular processes is facilitated by regulated intramembrane proteo-
lysis. We propose that the hydrophobic pocket could play a role in regulating the
aforementioned process. Previously, we designed and prepared mutated forms of Ep-
CAM with an obstructed pocket and qualitatively described changes in EpCAM’s
regulated intramembrane proteolysis. In this thesis, we quantified these changes
and analyzed changes in the localization of mutant forms. We also expressed the
former in an Sf9 insect cell line. We used the purified proteins to determine the
ligand-binding capabilities of EpCAM’s hydrophobic pocket, both in vitro and in
silico. We observed the localization of mutant forms to unknown fibrous structures
and quantified their changed susceptibility to regulated intramembrane proteolysis.
Additionally, we provide proof of their correct folding and binding of ligands.
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EpCTF C-končni fragment EpCAM
EpEX zunajcelični del EpCAM
EpIC znotrajcelični del EpCAM
EpTM transmembranski del EpCAM
FL celoten protein (angl. full length)
NaDS natrijev dodecil sulfat
PCA piroglutamat
sfGFP zeleni fluorescenčni protein z učinkoviteǰsim zvijanjem




A Ala alanin C Cys cistein
D Asp asparaginska kislina E Glu glutaminska kislina
F Phe fenilalanin G Gly glicin
H His histidin I Ile izolevcin
K Lys lizin L Leu levcin
M Met metionin N Asn asparagin
P Pro prolin Q Gln glutamin
R Arg arginin S Ser serin
T Thr treonin V Val valin
W Trp triptofan Y Tyr tirozin

1 Uvod
Rakava obolenja v razvitih državah predstavljajo drugi najpogosteǰsi vzrok smrti.
Zdravljenje in raziskovanje slednjih obolenj je zelo zahtevno, saj so izjemno kom-
pleksna in raznolika. Znanstveniki se zato pogosto poslužujejo redukcionističnega
pristopa, s katerim temeljito preučijo en element kompleksnega sistema. Razume-
vanje življenjskih in patoloških procesov na molekularni ravni razkriva edinstven
vpogled v bolezni in njihove vzroke, kar nam omogoča razvoj diagnostičnih, progno-
stičnih in terapevtskih sredstev.
Zelo pomemben vidik življenjskih procesov predstavljajo molekularne signalizacij-
ske poti, ki celicam omogočajo zaznavanje in odzivanje na okolico. Ključno vlogo
v signalizacijskih poteh igrajo proteini, ki sodelujejo v vseh stopnjah signaliziranja.
Protein, ki je bil šele nedavno identificiran kot signalizacijska molekula, je EpCAM.
1.1 EpCAM
EpCAM (angl. epithelial cell adhesion molecule) je človeški transmembranski gli-
koprotein tipa I. Na nizki ravni se izraža v epitelijskih celicah, v nekaterih izvornih
celicah pa je raven izražanja visoka [1]. Poleg tega je njegovo izražanje izrazito
povečano v celicah različnih karcinomov, kar je vodilo k njegovemu odkritju [2, 3].
Zaradi omenjene lastnosti je zanimiv z vidika diagnostike in prognostike [4], razvita
so bila tudi številna terapevtska protitelesa [5]. Kljub temu pa je naše razumeva-
nje njegove molekularne biologije omejeno. Sprva mu je bila pripisana neposredna
vloga v tvorbi celičnih stikov, od koder izvira tudi njegovo ime [6]. Noveǰse raziskave
te trditve postavljajo pod vprašaj in izpostavljajo njegovo posredno vlogo v celični
adheziji in udeležbo v signaliziranju preko regulirane intramembranske cepitve [7, 8].
EpCAM se v epitelijskih celicah nahaja na bazolateralni membrani in v tesnih stikih,
kjer interagira s klavdinom-7 in igra pomembno vlogo v regulaciji njegovega tran-
sporta. Odsotnost EpCAM v tesnih stikih namreč zniža raven klavdina-7, inhibicija
lizosomske razgradnje pa povrne njegovo raven na običajno, kar nakazuje, da Ep-
CAM vzdržuje integriteto, s tem pa funkcionalnost tesnih stikov [9, 10]. Poleg tega
je EpCAM udeležen tudi v regulaciji E-kadherinskih celičnih stikov [11]. Okvare
EpCAM so zato pogosto letalne, saj preprečujejo nastanek funkcionalnih celičnih
stikov, ki so ključni za integriteto tkiv. Mutacije v genu EPCAM, ki onemogočijo na-
stanek funkcionalnega proteina ali preprečijo njegovo vključitev v celično membrano,
vodijo k razvoju genetske bolezni CTE (angl. Congenital Turfing Enteropathy) [12].
Nekatere mutacije na 3’-koncu gena EPCAM preprečijo nastanek funkcionalnega
proteina MSH2, ki je ključen pri popravljanju neujemanja DNA. S temi mutacijami
je povezana genetska bolezen HNPCC (angl. Hereditary Nonpolyposis Colorectal
Cancer), za katero je značilno povečano tveganje razvoja črevesnega raka [13].
Ključen prispevek k razumevanju molekularne biologije EpCAM je prinesla eksperi-
mentalna določitev strukture njegovega zunajceličnega dela, v nadaljevanju EpEX.
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1.1.1 Struktura EpCAM
Zrela oblika EpCAM je po odcepu signalnega peptida sestavljena iz 314 aminokislin-
skih ostankov in tvori homodimer. Protein lahko topološko razdelimo na tri področja
- 26 AK dolg znotrajcelični del (EpIC), 23 AK dolg transmembranski del (EpTM)
in 242 AK dolg zunajcelični del (EpEX). Struktura EpIC ni znana, znotrajcelični
del paralognega proteina Trop2 pa ima težnjo k tvorbi α-helikalnih struktur, vendar
ne dimerizira [14]. EpTM sestavlja ena transmembranska α-vijačnica, ki, sodeč po
simulacijah molekulske dinamike, sodeluje pri dimerziraciji [15]. EpEX je sestavljen
iz treh domen - N-končne domene (ND; PCA24-L62), tiroglobulinske domene (TY;
A63-R138) in C-končne domene (CD; V139-K265). V prostoru so razporejene tako,
da vsaka interagira z vsako, pri čemer tvorijo značilno trikotno razporeditev, ki je








Slika 1.1: Trakovni model strukture EpEX. N-končna domena (ND) je prikazana z modro, tiro-
globulinska domena (TY) z zeleno, C-končna domena (CD) pa z rdečo barvo. Ta in vse sledeče
strukturne slike so bile pripravljene s programom UCSF Chimera [16]. PDB: 4MZV.
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1.1.1.1 N-končna domena
N-končna domena sledi cepitvenemu mestu signalnega peptida in se začne s piro-
glutamatnim aminokislinskim ostankom, post-translacijsko modifikacijo glutamina.
Slednja modifikacija je značilna za N-konce zunajceličnih proteinov, katerih razgra-
dnjo naj bi oteževala [17]. N-končna domena nima obsežne hidrofobne sredice, ki
je značilna za večino proteinskih domen, temveč je stabilizirana s tremi disulfidnimi
vezmi, ki povezujejo tri antiparalelne β-trakove (slika 1.2A). Strukturno je N-končna
domena najbolj podobna proteinskim modulom WW, a slednji niso stabilizirani z
disulfidnimi vezmi, poleg tega pa vsebujejo ohranjen par triptofanskih aminokislin-
skih ostankov, ki je pri EpCAM odsoten [15]. Topilu dostopna površina N-končne
domene je večinoma polarna ali negativno nabita (slika 1.2B), zaradi česar je za-
nimiva z vidika interakcij z drugimi proteini in predstavlja najbolj imunogen del
molekule.
Slika 1.2: Strukturne lastnosti N-končne domene. A - Stabilizacija N-končne domene s tremi
disulfidnimi vezmi. Piroglutamatni aminokislinski ostanek in disulfidne vezi so prikazane s palčkami
in kroglicami. B - Elektrostatska površina N-končne domene. Rdeča površina ima negativen, modra
pa pozitiven naboj. Tiroglobulinska domena je prikazana z zeleno, C-končna domena pa z rdečo
barvo. PDB: 4MZV.
1.1.1.2 Tiroglobulinska domena
Pretežen del tiroglobulinske domene nima urejene sekundarne strukture, preostanek
pa je urejen v α-vijačnico in dva antiparalelna β-trakova. Za razliko od N-končne
domene ima hidrofobno sredico, dodatno pa je stabilizirana s tremi ohranjenimi di-
sulfidnimi vezmi. Aminokisline 74-107 definirajo večjo iztegnjeno zanko, ki tvori
ključno dimerizacijsko površino. Bazični aminokislinski ostanki R80, R81 in K83
tvorijo pomembne elektrostatske interakcije s kislimi aminokislinski ostanki E147,
E187 in D194, ki definirajo negativno nabito površino antiparalelne β-ploskve C-
končne domene. Peptidni vezi pred bazičnima aminokislinskima ostankoma R80 in
R81 sta občutljivi na proteolizo. Cepitev ne razcepi proteina, saj ostane povezan z
disulfidno vezjo C66-C99, vendar destabilizira dimer, ker ošibi omenjene elektrostat-
ske interakcije med podenotama dimera [15]. Cepitev z epitelijsko serinsko proteazo
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matriptazo ošibi interakcijo s klavdinom-7 [18]. Poleg tega bi cepitev lahko potekala
z izvrženimi lizozomskimi katepsini pri nizkih vrednostih pH celičnega okolja, kar
je značilno za rakave celice. Tiroglobulinska domena se pojavlja v več funkcijsko
nesorodnih proteinih, kjer opravlja različne funkcije. Predvsem je značilna njena
inhibitorna narava, pogosto namreč deluje kot inhibitor cisteinskih proteaz [19].
1.1.1.3 C-končna domena
C-končna domena ima obsežno hidrofobno sredico in urejeno sekundarno strukturo
z dvema amfipatičnima α-vijačnicama in štirimi antiparalelnimi β-trakovi. Spada
v družino proteinskih domen SEA, ki so prisotne v zunajceličnih proteinih in zu-
najceličnih delih transmembranskih proteinov. Njihova splošna funkcija ni znana,
določene domene pa so vpletene v signaliziranju prek proteolitičnega procesiranja
[20].
Po eksperimentalni določitvi strukture EpEX, je bila v C-končni domeni opažena pri-
sotnost ozkega hidrofobnega žepa. V slednjem je bil vezan decil-β-D-maltopiranozid,
neionski detergent, ki je bil uporabljen kot kristalizacijski aditiv (slika 1.3A). Površino
žepa definirajo aminokislinski ostanki I146, L148, L166, E169, I170, R173, Y174,
I193, L195, V212, F216, D219, V220, G222, S224, K229, D232, L233, Q239, L240,


















Slika 1.3: Ligand-vezavne lastnosti C-končne domene. A - Skeletna formula decil-β-D-
maltopiranozida. B - Aminokislinski ostanki hidrofobnega žepa. Aminokoslinski ostanki so prika-
zani s sivo, ligand pa z belo barvo. C - Prerez skozi C-končno domeno z vezanim ligandom. PDB:
4MZV.
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V drugem, nedavno objavljenem modelu strukture EpEX je hidrofoben žep od-
soten [21], kar nakazuje določeno mero fleksibilnosti v C-končni domeni. Poravnava
struktur razkrije odsotnost konformacijskih sprememb ob tvorbi hidrofobnega žepa
(slika 1.4A). Tvorba hidrofobnega žepa je torej posredovana zgolj s konformacijsko
fleksibilnostjo aminokislinskih ostankov (slika 1.4B).
A
B
Slika 1.4: Primerjava strukturnih modelov EpEX. A - Poravnava strukturnih modelov EpEX.
Domene referenčnega modela (PDB: 4MZV) so prikazane tako kot v preǰsnjih slikah, poravnan
model (PDB: 6I07) pa je v celoti prikazan z vijolično barvo. RMSD Cα: 0,76A. B - Primerjava
C-končnih domen. Obe domeni sta prerezani z isto ravnino. Ligand iz referenčnega modela je
prikazan z belo barvo in je na enakem mestu v obeh strukturah.
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1.1.2 Regulirana intramembranska cepitev
EpCAM je podvržen regulirani intramembranski cepitvi, pri kateri se v zaporedju
proteolitičnih cepitev sprostijo signalizacijsko aktivni fragmenti proteina. V prvem
koraku EpCAM na plazmalemi cepi disintegrinska metaloproteaza ADAM17 ozi-
roma TACE (angl. tumor necrosis factor-α-converting enzyme), s čimer sprosti
topno obliko EpEX. Podobno cepitev lahko izvede tudi β-sekretaza (BACE) po in-
ternalizaciji v kisle vezikle ali na membrano trans Golgijevega omrežja. TACE lahko
EpCAM cepi na dve mestih α, BACE pa na mestu β. Vsa tri mesta se nahajajo v
zakopani površini med podenotama, ki tvorita dimer (slika 1.5A). Pred potekom ce-
pitve mora torej dimer razpasti. Ni še znano, ali lahko razpad dimera sproži vezanje
interakcijskega partnerja ali majhnih molekul, vpliv vrednosti pH okolja pa smo že
opisali v razdelku 1.1.1.2. Cepitev lahko torej sprosti tri različne oblike EpEX, ven-
dar ni znano, ali so si slednje tudi funkcijsko različne. Po odcepu EpEX v membrani
ostane transmembranski C-končni fragment (EpCTF). Slednjega v drugem koraku
regulirane intramembranske cepitve na membrani endoplazemskega retikuluma cepi
presenilin-2 v γ-sekretaznem kompleksu. Presenilin-2 lahko C-končni fragment cepi
na treh mestih γ in dveh mestih ε (slika 1.5B). Cepitev na mestih γ sprosti topen
fragment podoben peptidu Aβ, čigar ime izvira iz mehanizma nastanka. Njegova
funkcija še ni bila določena. Cepitev na mestih ε sprosti topno obliko EpIC. Za
razliko od preǰsnjega produkta cepitve, je funkcija slednjega znana [8, 22].
Slika 1.5: Mesta cepitve EpCAM v regulirani intramembranski cepitvi. A - Cepitvena mesta TACE
in BACE v EpEX. Preǰsnja so označena z rumeno, slednja pa s sivo barvo. B - Cepitvena mesta
presenilina-2 v EpTM. Povzeto po [23]. PDB: 4MZV.
1.1.2.1 Signalizacijska vloga produktov regulirane intramembranske ce-
pitve
Receptor epidermalnega rastnega faktorja (angl. epidermal growth factor receptor,
EGFR) je receptorska tirozinska kinaza, ki se izraža v številnih epitelijskih tkivih.
Vezanje kanoničnega liganda, EGF, sproži dimerizacijo receptorja in avtofosforilacijo
znotrajceličnega dela. Avtofosforilirani tirozinski ostanki služijo vezanju adaptornih
proteinov in, v končni fazi, k sprožitvi signalizacijskih poti Akt in MAPK/ERK.
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Slednji sprožita spremembe v izražanju genov, ki nadzorujejo proliferacijo, diferen-
ciacijo in epitelijsko-mezenhimski prehod. Poleg EGF se na EGFR vežejo še številni
drugi proteini, med njimi tudi EpCAM in ali topna oblika EpEX, ki nastane v pro-
cesu regulirane intramembranske cepitve. Ni namreč jasno, ali se veže preǰsen ali
slednja ali oba. Vezanje sproži aktivacijo omenjenih signalizacijskih poti, a pretežno
vpliva na proliferacijo celic [24]. Posredno se ojača tudi regulirana intramembranska
cepitev EpCAM [25].
Cepitev transmembranskega C-končnega fragmenta je počasna. Večina nastalega
EpIC se ubikvitinira in razgradi v proteasomu, majhen delež pa tvori kompleks s
FHL2 (angl. four-and-a-half LIM domain protein 2 ) in β-kateninom [26]. Nastali
kompleks preide v jedro, kjer se nanj veže še protein LEF-1. Skupaj tvorijo kom-
pleks, ki uravnava izražanje proliferativnih in pluripotentnih faktorjev ter genov, ki
uravnavajo epitelijsko-mezenhimski prehod. Med drugim povečajo izražanje cikli-
nov A, D in E, transkripcijskega faktorja c-myc ter pluripotentnih dejavnikov, tudi
SOX2, OCT4, LIN28 [27, 28]. S tega vidika je smotrna tudi uporaba EpCAM pri
proizvodnji induciranih pluripotentnih matičnih celic. Pregled signalizacijske vloge













Slika 1.6: Signalizacijska vloga produktov regulirane intramembranske cepitve. Zaradi preglednosti
se vsi koraki odvijajo na isti membrani. Domene EpEX so prikazane z enakimi barvami kot na
preǰsnjih slikah. EC - zunaj celice, IC - znotraj celice. Povzeto po [23]. PDB: 4MZV, 6BDZ, 5A63.
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1.2 Povzetek diplomskega dela
V okviru diplomskega dela [29] smo pripravili nukleotidna zaporedja, ki zapisujejo
za mutantne oblike EpCAM s fizično zaprtim hidrofobnim žepom. Aminokislinske
ostanke na ustju žepa smo zamenjali z večjimi hidrofobnimi aminokislinskimi ostanki
(tabela 1.1).
Tabela 1.1: Mutacije pripravljenih konstruktov.
ime mutacije
EpCAM wt /
EpCAM mut1 D219Y, D232H, L242F
EpCAM mut2 D219W, D232Y, L242Y




















Slika 1.7: Frekvenčna porazdelitev volumna hidrofobnega žepa v pripravljenih konstruktih.
Pripravljenim nukleotidnim zaporedjem smo na 3’-konec dodali še zapis za zeleni
fluorescenčni protein z učinkoviteǰsim zvijanjem (angl. superfolder green flourescent
protein, sfGFP). Pripravljene zapise smo vnesli v ekspresijski plazmid pcDNA3.1, s
katerim smo nato transficirali sesalske celice HCT8L13 z izbitim genom EPCAM. Z
imunodetekcijo rekombinantnih proteinov v celičnih lizatih smo kvalitativno določili
vpliv strukturnega stanja hidrofobnega žepa na regulirano intramembransko cepitev.
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2 Namen dela in hipoteze
2.1 Namen dela
Namen magistrskega dela je bilo raziskovanje vpliva strukturnega stanja hidrofob-
nega žepa EpCAM na regulirano intramembransko cepitev in njegove ligand-vezavne
lastnosti. Poznavanje slednjih lastnosti bi izbolǰsalo razumevanje molekularne biolo-
gije EpCAM. V okviru tega namena smo želeli določiti lokalizacijo fuzijskih proteinov
EpCAM-sfGFP, tako divjega tipa kot tudi mutantnih oblik. Nadalje smo želeli kvan-
tificirati spremembe v regulirani intramembranski cepitvi, ki smo jih opazili v okviru
diplomskega dela. V insektnih celicah Sf9 smo nameravali izrazit in očistit divji tip
in mutantne oblike EpEX, tako v fuziji z sfGFP kot tudi brez nje. Pripravljenim
proteinom smo želeli določiti ustreznost zvitja in ligand-vezavne lastnosti.
2.2 Hipoteze
V okviru magistrskega dela smo želeli preveriti veljavnost naslednjih hipotez:
1. Lokalizacija mutantnih oblik fuzijskega proteina EpCAM-sfGFP je drugačna
od divjega tipa.
2. Mutantne oblike zunajceličnega dela EpCAM so pravilno zvite.
3. Hidrofoben žep EpCAM veže hidrofobne ligande.
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3 Materiali in metode
3.1 Materiali
3.1.1 Materiali pri delu z nukleinskimi kislinami
3.1.1.1 Izhodǐsčna nukleotidna zaporedja
V okviru diplomskega dela smo pripravili rekombinantna nukleotidna zaporedja, ki
zapisujejo za fuzije EpCAM, tako divjega tipa kot tudi mutantnih oblik (opisane v
razdelku 1.2), s fluorescenčnim proteinom sfGFP. Omenjena zaporedja so predsta-
vljena v prilogah k magistrskemu delu.
3.1.1.2 Plazmidi
Izhodǐsčna nukleotidna zaporedja smo imeli shranjena v plazmidu pcDNA3.1 (Thermo
Fisher Scientific). Vanj so bila vstavljena preko restrikcijskih mest HindIII, KpnI





























Slika 3.1: Plazmidna karta vektorja pcDNA3.1. Predstavljeni so le določeni elementi poliklonskega
mesta - tisti, ki so relevantni v okviru magistrskega dela. Promotor PCMV omogoča visoko konsti-
tuitivno izražanje v sesalskih celicah. Element BGH pA je terminator. Vektor ima dve mesti ori -
element pUC omogoča pomnoževanje plazmida v bakterijskih celicah, element SV40 pa v sesalskih
celicah. Gen za odpornost proti ampicilinu deluje kot selekcijski marker v bakterijskih celicah.
Element SV40 deluje tudi kot promotor gena za odpornost proti neomicinu. Element SV40 pA
je terminator. Element f1 je mesto ori faga f1 in omogoča proizvodnjo ssDNA. Slednji element
v okviru magistrskega dela ni pomemben. Slika je prirejena po dokumentu Invitrogen pcDNA3.1
User Manual.
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Izhodǐsčna nukleotidna zaporedja smo prenesli v plazmid pFastBacTM1 (Thermo
Fisher Scientific). Slednji omogoča pripravo rekombinantnega bakmida za transfek-




















Slika 3.2: Plazmidna karta vektorja pFastBacTM1. Predstavljen je le en element poliklonskega
mesta - tisti, ki je relevanten v okviru magistrskega dela. Polihedrinski promotor PPH omogoča
visoko konsituitivno izražanje v insektnih celicah. Element SV40 pA je terminator. Element pUC
omogoča pomnoževanje plazmida v bakterijskih celicah. Gena za odpornost proti ampicilinu in
gentamicinu delujeta kot selekcijska markerja v bakterijskih celicah. Elementa Tn7L in Tn7R sta
prepoznavni mesti za transpozazo. Element f1 je mesto ori faga f1 in omogoča proizvodnjo ssDNA.
Slika je prirejena po dokumentu Invitrogen pFastBacTM1 User Manual.
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3.1.1.3 Začetni oligonukleotidi
Načrtovane spremembe izhodǐsčnih nukleotidnih zaporedij smo uvedli z uporabo
začetnih oligonukleotidov, ki so predstavljeni v tabeli 3.1. Načrtali smo jih z raču-
nalnǐskim orodjem APE, naročili pa pri podjetju Integrated DNA Technologies.
Tabela 3.1: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov. Smerni oligonukleotidi so označeni
s črko f (angl. forward), protismerni pa s črko r (angl. reverse). Rožnati nukleotidi označujejo
zaporedje LIC, modri nukleotidi EpEX, zeleni nukleotidi sfGFP, svetlomodri nukleotidi heksahi-
stidinsko oznako, rdeči nukleotidi pa kodon stop.
ime zaporedje
EpEX-sfGFP
LIC EpEX f CGTCGACGAGCTCACTAGTCGCGGCCATGGCGCCCCCG
sfGFP EpEX r CAGCTCTTCTCCTTTTGATTTTAGACCCTGCAT
sfGFP f GCAGGTACCTCAAAAGGAGAAGAGCTGTTC
His sfGFP r CTAATGGTGATGGTGATGGTGCTTATAAAGCTCATCCAT
LIC STOP His r TGCAGGCTCTAGATTCGAAAGCGGCCCTAATGATGATGATG
EpEX
LIC EpEX f CGTCGACGAGCTCACTAGTCGCGGCCATGGCGCCCCCG
His EpEX r CGGCCCTAATGATGATGATGATGATGTTTTAGACCCTGCATTGAG
LIC STOP His r TGCAGGCTCTAGATTCGAAAGCGGCCCTAATGATGATGATG
Potek homologne rekombinacije, transformacije in transpozicije smo preverili z ve-
rižno reakcijo s polimerazo z uporabo začetnih oligonukleotidov, ki so predstavljeni
v tabeli 3.2. Par oligonukleotidov pFastBac smo uporabili tudi za določanje nukle-
otidnega zaporedja.
Tabela 3.2: Seznam uporabljenih začetnih oligonukleotidov za preverjanje poteka homologne
rekombinacije, transformacije in transpozicije ter določanja nukleotidnega zaporedja vključkov.










3.1.1.4 Materiali pri verižni reakciji s polimerazo
Verižno reakcijo s polimerazo smo izvedli z uporabo 10 mM mešanice dNTP (Fermen-
tas), 5-kratnega pufra GC (Thermo Fisher Scientific), DNA-polimeraze Phusion®
(Thermo Fisher Scientific), ustrezne matične DNA in para začetnih oligonukleotidov.
Verižno reakcijo s polimerazo na osnovi ene kolonije smo izvedli z uporabo kompleta
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reagentov GoTaq® Green Master Mix (Promega) in ustreznega para začetnih oligo-
nukleotidov.
Za izvedbo verižne reakcije s polimerazo smo uporabili napravi GeneAmp® PCR
System 2700 (Applied Biosystems) in Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Bi-
osystems).
3.1.1.5 Materiali pri agarozni gelski elektroforezi
Agarozno gelsko elektroforezo smo izvedli z uporabo agaroze (Sigma Aldrich), etidi-
jevega bromida (Sigma Aldrich), velikostnih lestvic GeneRuler 100 bp DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific) in GeneRuler 1 kbp DNA Ladder (Thermo Fisher Scien-
tific) ter pufrov, ki so predstavljeni v tabeli 3.3.







bromfenol modro 0,03 %




etanojska kislina 20 mM
EDTA 1 mM
pH 8,0
3.1.1.6 Materiali pri metodi SLiCE
Kloniranje po metodi SLiCE (angl. Seamless Ligation Cloning Extract) smo izvedli z
uporabo celičnega ekstrakta SLiCE, 10-kratnega pufra SLiCE (tabela 3.4), ustrezno
priravljenih vključkov in plazmida pFastBacTM1, ki smo ga predhodno linearizirali
z restriktazo NotI (Thermo Fisher Scientific).








3.1.1.7 Materiali pri izolaciji DNA
DNA smo iz agaroznega gela izolirali s kompletom reagentov E.Z.N.A® Gel Extrac-
tion Kit (Omega Bio-Tek). Plazmidno DNA smo iz prekonočnih kultur bakterijskih
celic izolirali s kompletom reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fi-
sher Scientific). Z istim kompletom reagentov smo izolirali tudi rekombinantno bak-
midno DNA, resuspendirali pa smo jo v pufru TE (tabela 3.5). Količino in čistost
izolirane DNA smo ocenili s spektrofotometrom Nanodrop 2000c (Thermo Fisher
Scientific).





3.1.1.8 Materiali pri določanju nukleotidnega zaporedja
Določanje nukleotidnega zaporedja je izvedlo podjetje GATC Biotech. Rezultate
smo analizirali s programom APE.
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3.1.2 Materiali pri delu z bakterijskimi celicami
3.1.2.1 Bakterijske celične kulture
Rekombinantne plazmide smo pomnožili v bakterijskih celicah E. coli klonirnega
seva DH5α. Rekombinantnen bakmid smo pripravili v bakterijskih celicah E. coli
seva DH10MultiBacTM (Geneva Biotech).
3.1.2.2 Gojǐsča
Bakterijiske celice smo gojili v različnih tekočih in trdnih gojǐsčih, ki so predstavljena
v tabeli 3.6.
Tabela 3.6: Sestava uporabljenih gojǐsč za bakterijske celice.
gojǐsče komponenta koncentracija
tekoče gojǐsče LB
NaCl 10 g L−1
kazeinski hidrolizat 10 g L−1








ampicilin 100 µg mL−1
LBGTK
tekoče gojǐsče LB
kanamicin 50 µg mL−1




X-gal 100 µg mL−1
kanamicin 50 µg mL−1
IPTG 40µg mL−1
tetraciklin 10 µg mL−1
gentamicin 7µg mL−1
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3.1.3 Materiali pri delu s sesalskimi celicami
3.1.3.1 Materiali pri gojenju sesalskih celic
Regulirano intramembransko cepitev EpCAM smo spremljali v sesalski celični kul-
turi HCT8L13. Slednja izvira iz človeških celic raka debelega črevesja. Naknadno ji
je bil izbit gen EPCAM. Sesalske celice smo gojili v gojǐsču cDMEM. Slednjega smo
pripravili tako, da smo gojǐsču DMEM (Thermo Fisher Scientific) dodali fetusni se-
rum goveda (Thermo Fisher Scientific) do končne koncentracije 10 % (V/V). Celice
smo gojili v inkubatorju, pri 37 °C in v prisotnosti 5 % CO2. Pri redčenju celic smo
uporabljali pufer PBS (Thermo Fisher Scientific) in raztopino tripsina, TrypLETM
Select (Thermo Fisher Scientific). Celice smo transficirali s transfekcijskim reagen-
tom TurboFectTM (Thermo Fisher Scientific). Uspešnost transfekcije smo spremljali
s konfokalnim mikroskopom TCS SP8 (Leica).
3.1.3.2 Materiali pri pripravi celičnih lizatov
Celice smo sprali s pufrom PBS, lizirali pa s pufrom RIPA (tabela 3.7). Pufru RIPA
smo tik pred uporabo dodali mešanico inhibitorjev proteaz in fosfataz Halt (Thermo
Fisher Scientific).













natrijev deoksiholat 0,5 %
NaDS 0,1 %
pH 7,4
3.1.4 Materiali pri delu z insektnimi celicami
V insektni ekspresijski celični liniji Sf9 smo pomnožili rekombinanten bakulovirus
in izrazili rekombinantne proteine. Celice Sf9 izvirajo iz ovarijskih celic vešče Spo-
doptera frugiperda. Gojili smo jih v gojǐsču Insect-Xpress (Lonza), v inkubatorju
Innova 4230 (New Brunswick Scientific). Celice smo transifirali s transfekcijskim re-
agentom TurboFectTM (Thermo Fisher Scientific). Uspešnost transfekcije in okužbe
smo spremljali s konfokalnim mikroskopom TCS SP8 (Leica).
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3.1.5 Materiali pri delu s proteini
3.1.5.1 Materiali pri določanju koncentracije proteinov v celičnih lizatih
Koncentracijo proteinov v celičnih lizatih smo določili s kompletom reagentov Micro
BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Umeritveno krivuljo smo pri-
pravili s standardno raztopino govejega serumskega albumina. Meritve absorbance
smo opravili s čitalnikom mikrotitrskih plošč Sunrise (Tecan).
3.1.5.2 Materiali pri poliakrilamidni gelski elektroforezi v prisotnosti
NaDS
Proteinske vzorce smo analizirali s poliakrilamidno gelsko elektroforezo. Uporabili
smo koncentracijski gel s 5 % zamreženostjo in ločevalni gel z 12,5 % zamreženostjo
(tabela 3.8), ki smo ju pripravili v modelih SureCastTM (Invitrogen).
Tabela 3.8: Sestava uporabljenih poliakrilamidnih gelov.
komponenta ločevalni gel koncentracijski gel
dH2O 2,99 mL 3,08 mL
4-kratni ločevalni pufer 1,75 mL /
(1,5 M Tris-HCl, pH 8,8)
4-kratni koncentracijski pufer / 1,25 mL
(0,5 M Tris-HCl, pH 6,8)
akrilamid/bisakrilamid (37:1) 2,19 mL 0,625 mL
10 % (w/V) NaDS 70 µL 50 µL
10 % (w/V) APS 21µL 15 µL
TEMED 10,5 µL 7,5 µL
Vzorcem smo pred nanosom dodali 4-kratni nanašalni pufer, elektroforeza pa je tekla
v pufru NaDS (tabela 3.9). Uporabili smo velikostno lestvico Unstained Protein
Molecular Weight Marker (Thermo Fisher Scientific).
















Po elektroforezi smo gele barvali z uporabo raztopin, ki so opisane v tabeli 3.10.
Rezultate smo vizualizirali z napravo Chemidoc MPTM (Bio-Rad).




etanojska kislina 10 %(V/V)
CBB 2,5 g L−1
raztopina B
etanojska kislina 7 %(V/V)
etanol 5 %(V/V)
Celične lizate smo analizirali z geli Stain-Free, ki smo jih pripravili s kompletom
reagentov TGX FastCast Acrylamid Solutions (Bio-Rad). Po elektroforezi smo gele
aktivirali z napravo ChemiDoc MPTM (Bio-Rad).
3.1.5.3 Materiali pri prenosu western in imunodetekciji
Proteine smo s prenosom western prenesli na membrano Immun-Blot Low Fluore-
scence PVDF (Bio-Rad). Prenos je potekal v pufru towbin, membrano smo blokirali
v pufru Immobilon® Block - FL (Milipore), sprali pa s pufrom TBST (tabela 3.11).













Pri imunodetekciji smo uporabili protitelesa, ki so predstavljena v tabeli 3.12.
Tabela 3.12: Seznam uporabljenih protiteles pri imunodetekciji.
protitelo opis proizvajalec







monoklonsko protitelo proti mǐsjim IgG
Bio-Rad
3.1.5.4 Materiali pri izolaciji in čǐsčenju rekombinantnih proteinov
pH medija smo uravnali s pufrom za uravnavanje pH (1,5 M Tris-HCl, pH 8,0). Pri-
sotne proteaze smo inhibirali s PMSF (Sigma Aldrich). Tekočinsko kromatografijo za
hitro ločevanje proteinov smo izvedli na napravah ÄKTATM FPLC in ÄKTATM pure
FPLC (Amersham Biosciences). Uporabili smo kolone, predstavljene v tabeli 3.13,
in pufre, predstavljene v tabeli 3.14.
Tabela 3.13: Seznam uporabljenih kolon pri kromatografijah.












HiLoadTM 16/600 SuperdexTM 200


























3.1.5.5 Materiali pri dializi
Proteinske vzorce smo po nikljevi afinitetni kromatografiji dializirali proti dializnemu
pufru (tabela 3.15) z uporabo celulozne dializne membrane z izključitveno molsko
maso 18 kDa (Sigma Aldrich).




3.1.5.6 Materiali pri koncentriranju proteinov in menjavi pufra
Proteinske vzorce smo koncentrirali s filtri za centrifugiranje Amicon Ultra 15 mL
in 4 mL z izključitveno molsko maso 10 kDa (Milipore). Pufer proteinskih vzorcev
smo izmenjali s filtri za centrifugiranje Amicon Ultra 0,5 mL z izključitveno molsko
maso 10 kDa (Milipore).
3.1.5.7 Materiali pri določanju cirkularnega dikroizma
Spekter cirkularnega dikroizma smo določili s spektropolarimetrom J-1500 (JA-
SCO). Proteinske vzorce smo pripravili v pufru za določanje spekta cirkularnega
dikroizma (tabela 3.16).
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3.1.5.8 Materiali pri vezanju proteinov na imobilizirane lipide
Na nitrocelulozno membrano (Amersham) smo imobilizirali naslednje vrste lipidov
- fosfatidiletanolamin, fosfatidilglicerol, fosfatidilinozitol, gangliozid, holesterol, li-
zofosfatidilholin, monoramnolipid, POPC in sfingomielin (vsi Avanti Polar Lipids).
Membrano smo sprali s pufrom TBST s 5 % (w/V) mlekom.
3.1.5.9 Materiali pri analizah z napravo OMNISEC
Z napravo za tekočinsko kromatografijo, sklopljeno s statičnim sipanjem svetlobe
OMNISEC (Malvern Panalytical) smo določili molsko maso rekombinantnih prote-
inov v raztopini. Za kromatografijo smo uporabili pufer SEC, ki je opisan v ta-
beli 3.14. Z isto napravo smo spremljali tudi vezanje fluorescenčno označenih lipi-
dov 14:0 in 16:0 Liss Rhod PE (Avanti Polar Lipids) ter njune fluorescenčne skupine
sulforodamin B (Sigma Aldrich) na rekombinantne proteine. Lipida sta derivata fos-
fatidiletanolamina s, na etanolamin, pripeto flourescenčno skupino. Njuni nasičeni
acilni verigi sta dolgi 14 oziroma 16 C-atomov. Raztopili smo ju v pufru PBS z 1 %
(w/V) CHAPS. Slednji pufer smo uporabili tudi za izvedbo kromatografije.
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3.1.6 Naprave
V tabeli 3.17 so navedene uporabljene naprave, ki jih nismo omenili v preǰsnjih
razdelkih.
Tabela 3.17: Seznam uporabljenih naprav pri laboratorijskem delu.
naprava ime proizvajalec
centrifuga
Centrifuge 5415 R Eppendorf
Centrifuge 5702 R Eppendorf
Centrifuge 5810 R Eppendorf
MiniSpin® Eppendorf
Sorvall® RC6+ Thermo Fisher Scientific
izvor
napetosti
Electrophoresis Power Supply Amersham Biosciences
Model 500 Bio Rad
magnetno mešalo FB15045 Thermo Fisher Scientific
optični mikroskop CKX41 Olympus LS
pH meter Seveneasy Mettler Toledo




termoblok Bio TDB-100 Biosan
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3.2 Metode in silico
3.2.1 Molekulsko umeščanje
Molekulsko umeščanje je računalnǐska metoda, s katero lahko analiziramo vezanje
(malih) molekul na proteine, če poznamo njihovo strukturo. S slednjo metodo smo
se odločili analizirati ligand-vezavne lastnosti hidrofobnega žepa EpCAM. Predpo-
stavili smo, da se v hidrofoben žep veže majhna hidrofobna molekula ali hidrofobna
post-translacijska skupina interakcijskega partnerja. Posledično smo najprej želeli
določiti približno velikost liganda. V hidrofoben žep smo s tem namenom umestili
nasičene, nerazvejane karboksilne kisline različnih dolžin oziroma njihove maltozi-
dne derivate. Slednje smo umestili iz dveh razlogov. Prvič, podobna molekula je
bila vezana v hidrofobnem žepu po eksperimentalni določitvi zunajceličnega dela
EpCAM, kjer je bila uporabljena kot kristalizacijski aditiv. Drugič, s tem smo delu
molekule dali polaren značaj kot približek površine interakcijskega partnerja.
3.2.1.1 Priprava datotek
Za molekulsko umeščanje potrebujemo datoteke pdbqt, ki opisujejo strukturo ligan-
dov in proteina. Strukturne datoteke za ligande smo pridobili tako, da smo v orodje
eLBOW (angl. electronic Ligand Building and Optimization Workbench) znotraj
programskega okolja Phenix [30] vnesli strukture ligandov s kodo SMILES. Kon-
formacijsko energijo liganda smo nato minimizirali z enostavno optimizacijo, ki jo
omogoča orodje eLBOW. Za vsak ligand smo tako pripravili datoteko pdb. Slednjo
smo nato naložili v program AutoDockTools 1.5.6 [31], s čimer smo ligandu dodali
atome vodika in definirali torzijske kote. Takšen opis strukture liganda smo nato
shranili v datoteko pdbqt.
Datoteko pdb, ki opisuje strukturo proteina smo pridobili na podatkovni bazi PDB
(angl. Protein Data Bank) pod kodo 4MZV. Iz slednje datoteke smo v programu
Chimera odstranili molekule vode in liganda. Modificirano datoteko smo nato
naložili v program AutoDockTools, s čimer smo proteinu dodali atome vodika. Ami-
nokislinske ostanke, ki definirajo površino hidrofobnega žepa (opisane v razdelku
1.1.1.3), smo določili kot fleksibilne, preostal del proteina pa kot rigiden. Hkrati
smo z orodjem Grid Box določili območje molekulskega umeščanja, ki je predsta-
vljeno v tabeli 3.18.









Na sliki 3.3 je predstavljeno območje molekulskega umeščanja v kontekstu struk-
ture proteina.
Slika 3.3: Območje molekulskega umeščanja. Črn kvader definirajo parametri molekulskega
umeščanja. Površina C-končne domene je prikazana z rdečo, ligand pa z belo barvo. PDB: 4MZV.
Pred izvedbo molekulskega umeščanja smo pripravili še tekstovno datoteko z ustre-
znimi vhodnimi parametri. Primer vsebine takšne tekstovne datoteke je predstavljen
v prilogah k magistrskemu delu.
3.2.1.2 Simulacija
Molekulsko umeščanje smo izvedli s programom AutoDock Vina 1.1.2 [32]. Rezultate
smo združili in analizirali s programom Microsoft Excel.
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3.3 Laboratorijske metode
Na sliki 3.4 je predstavljena shema poteka laboratorijskega dela.































Slika 3.4: Shematski potek laboratorijskega dela.
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3.3.1 Priprava rekombinantnih nukleinskih kislin
3.3.1.1 Verižna reakcija s polimerazo
Verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR) je metoda, s
katero proizvedemo veliko število kopij poljubnega zaporedja DNA, ki ga definiramo
s smernim in protismernim začetnim oligonukleotidom. S slednjima lahko uvajamo
tudi manǰse spremembe ali dodajamo kraǰsa zaporedja. Reakcija poteka v treh
korakih. V prvem koraku, denaturaciji, se dvoverižna DNA denaturira zaradi vi-
soke temperature. V naslednjem koraku, prileganju, se zaradi znižanja temperature
začetni oligonukleotidi vežejo na komplementarno zaporedje na DNA. V zadnjem ko-
raku, podalǰsevanju, termostabilna DNA-polimeraza na osnovi komplementarnega
zaporedja podalǰsa začetni oligonukleotid. Koraki se ponavljajo več ciklov, običajno
30. Z opisano metodo smo spremenili izhodǐsčna nukleotidna zaporedja na načine,
ki so predstavljeni v tabeli 3.19.
Tabela 3.19: Pregled sprememb izhodǐsčnih nukleotidnih zaporedij.
konstrukt sprememba
EpEX-sfGFP
uvedba zaporedja LIC na 5’-konec
odstranitev transmembranske in znotrajcelične domene
uvedba heksahistidinske oznake na 3’-konec
uvedba zaporedja LIC na 3’-konec
EpEX
uvedba zaporedja LIC na 5’-konec
odstranitev fuzije z sfGFP
odstranitev transmembranske in znotrajcelične domene
uvedba heksahistidinske oznake na 3’-konec
uvedba zaporedja LIC na 3’-konec
Zaporedji LIC sta nam omogočila vstavitev vključkov v plazmid pFastBacTM1 z
metodo SLiCE, heksahistidinska oznaka pa izolacijo rekombinantnih proteinov z ni-
kljevo afinitetno kromatografijo.
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Shema zaporedja verižnih reakcij s polimerazo za uvedbo načrtovanih sprememb je














































Slika 3.5: Shema verižnih reakcij s polimerazo za kloniranje EpEX v vektor pFastBacTM1.
Za izvedbo verižne reakcije s polimerazo smo uporabili zelo natančno DNA-polime-
razo Phusion®. Reakcijsko mešanico (tabela 3.20) in temperaturni program (ta-
bela 3.21) smo pripravili v skladu z navodili proizvajalca. Čas podalǰsevanja smo
prilagodili predvideni velikosti produkta.
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Tabela 3.20: Sestava reakcijske mešanice za verižno reakcijo s polimerazo.
komponenta volumen [µL]
5-kratni pufer GC 4,0
10µM smerni začetni oligonukleotid 1,0
10µM protismerni začetni oligonukleotid 1,0
10 ng matrične DNA 1,0




Tabela 3.21: Temperaturni program verižne reakcije s polimerazo.
korak temperatura [°C] čas [s] število ciklov
začetna denaturacija 98 60 1
denaturacija 98 30
prileganje 60 30 30
podalǰsevanje 72
končno podalǰsevanje 72 420 1
ohlajanje 4 1
3.3.1.2 Agarozna gelska elektroforeza
Agarozna gelska elektroforeza (AGE) je metoda, s katero v agaroznem gelu ločimo
molekule DNA na osnovi njihove velikosti v prisotnosti električnega polja.
Produkte verižnih reakcij s polimerazo smo analizirali z 1 % (w/V) agaroznim ge-
lom, ki smo ga pripravili tako, da smo ustrezno količino agaroze raztopili v pufru
TAE. Pripravljeno suspenzijo smo nato segreli, s čimer smo agarozo raztopili. Topli
raztopini smo nato dodali 3 µL raztopine etidijevega bromida in jo vlili v kadičko.
Kadički smo dodali glavniček, okoli katerega so se oblikovali žepki za nanos vzorcev.
Vzorcem smo pred nanosom dodali ustrezen volumen 6-kratnega nanašalnega pu-
fra. Ločevanje vzorcev smo izvedli pri napetosti 100 V. Elektroforezo smo prekinili,
ko je spodnje barvilo nanašalnega pufra prepotovalo 75 % dolžine agaroznega gela.
Rezultate smo vizualizirali z UV-svetlobo.
3.3.1.3 Izolacija DNA iz agaroznega gela
Dele agaroznega gela, ki so vsebovali DNA ustrezne velikosti, smo izrezali. Iz slednjih
smo DNA izolirali s kompletom reagentov E.Z.N.A® Gel Extraction Kit, pri čemer
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smo sledili navodilom proizvajalca. DNA smo eluirali s kolone s 50µL sterilne vode.
Koncentracijo in čistost izolirane DNA smo ocenili s spektrofotometrom Nanodrop
2000c.
3.3.1.4 SLiCE
SLiCE (angl. Seamless Ligation Cloning Extract) je metoda, s katero v linearizi-
ran plazmid vnesemo vključek preko homologne rekombinacije. S tem se izognemo
časovno in materialno zahtevnim restrikcijam in ligaciji. Na 5’ in 3’-koncih vključka
potrebujemo več kot 20 bp dolgo zaporedje LIC, ki je homologno zaporedju plazmi-
dne DNA okoli restrikcijskega mesta, kamor vključek vnašamo. Potrebujemo tudi
celični ekstrakt SLiCE, ki vsebuje vse potrebne proteine za homologno rekombina-
cijo.
Z metodo SLiCE smo ustrezno pripravljene vključke vnesli v plazmid pFastBacTM1,
ki smo ga predhodno linearizirali z restriktazo NotI. Za vsak vključek smo metodo
izvedli dvakrat, pri molarnih razmerjih vključka proti plazmidu 5:1 in 2,5:1. Reak-
cijska mešanica SLiCE je predstavljena v tabeli 3.22.




10-kratni pufer SLiCE 1,0 µL
celični ekstrakt SLiCE 1,0 µL
dH2O do 10,0 µL
skupaj 10,0 µL
Reakcijsko mešanico smo inkubirali 30 min pri 37 °C.
3.3.1.5 Transformacija bakterijskih celic DH5α
Hladnemu 100µL alikvotu kompetentnih bakterijskih celic DH5α smo dodali celotno
reakcijsko mešanico SLiCE. Celice smo nato inkubirali na ledu 20 min z občasnim
nežnim mešanjem. Po inkubaciji smo izvedli toplotni šok - 40 s pri 42 °C. Celice
smo nato vrnili na led za 2 min. Celicam smo potem dodali 800µL gojǐsča LB,
nakar smo jih prestavili v inkubator, kjer so se stresale 1 h pri 37 °C. Celice smo
nato centrifugirali 3 min pri 2500 g. Odstranili smo 800µL gojǐsča, usedlino pa
resuspendirali v preostali tekočini. Resuspendirane celice smo razmazali na trdno
gojǐsče LBA. Ploščo smo nato inkubirali preko noči pri 37 °C.
3.3.1.6 Verižna reakcija s polimerazo na osnovi ene kolonije
Uspešnost homologne rekombinacije, transformacije in transpozicije smo preverili z
verižno reakcijo s polimerazo na osnovi ene kolonije. Uporabili smo komplet reagen-
tov GoTaq® Green Master Mix, ki vsebuje DNA-polimerazo Taq, mešanico dNTP,
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pufer in barvilo. Dodati smo morali zgolj ustrezen par začetnih oligonukleotidov
in matrično DNA. Tabela 3.2 opisuje, katere začetne oligonukleotide smo uporabili
glede na namen. Vir matrične DNA so bile bakterijske celice iz testirane kolonije, ki
smo jih sterilno prenesli v reakcijsko mešanico. Reakcijsko mešanico (tabela 3.23)
in temperaturni program (tabela 3.24) smo pripravili v skladu z navodili proizva-
jalca. Čas podalǰsevanja smo prilagodili predvideni velikosti produkta. Uspešnost
homologne rekombinacije, transformacije in transpozicije smo potrdili s prisotnostjo
produktov pričakovane velikosti po izvedbi agarozne gelske elektroforeze.
Tabela 3.23: Sestava reakcijske mešanice za verižno reakcijo s polimerazo na osnovi ene kolonije.
komponenta volumen [µL]
GoTaq® Green Master Mix 6,25
10µM smerni začetni oligonukleotid 1,0
10µM protismerni začetni oligonukleotid 1,0
dH2O 4,25
skupaj 12,5
Tabela 3.24: Temperaturni program verižne reakcije s polimerazo na osnovi ene kolonije.
korak temperatura [°C] čas [s] število ciklov
začetna denaturacija 95 60 1
denaturacija 95 30
prileganje 50 30 30
podalǰsevanje 72
končno podalǰsevanje 72 420 1
ohlajanje 4 1
3.3.1.7 Izolacija plazmidne DNA iz prekonočnih bakterijskih kultur
S kolonijo, ki je imela v plazmidu ustrezen vključek, smo inokulirali 6 mL tekočega
gojǐsča LBA. Iz prekonočne kulture smo izolirali plazmidno DNA s kompletom rea-
gentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit v skladu z navodili proizvajalca. DNA smo
eluirali s kolone s 50µL sterilne vode. Eluat smo prenesli v svežo in sterilno mikro-
centrifugirko, kadar je bila DNA namenjena transfekciji sesalskih celic. Količino in
čistost izolirane DNA smo ocenili s spektrofotometrom Nanodrop 2000c.
3.3.1.8 Določanje nukleotidnega zaporedja
Določanje nukleotidnega zaporedja je opravilo podjetje GATC Biotech. Vzorce smo
pripravili v skladu z njihovimi navodili. Rezultate smo analizirali s programom
APE.
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3.3.1.9 Transformacija bakterijskih celic DH10MultiBacTM
Transformacijo bakterijskih celic DH10MultiBacTM smo izvedli na enak način kot
transformacijo bakterijskih celic DH5α, le da smo hladnemu alikvotu dodali 1 ng
izoliranega plazmida pFastBacTM1 z ustreznim vključkom. Poleg tega smo celice
stresali v inkubatorju pri 37 °C 4 h. Nato smo 100µL celične suspenzije razmazali
na trdno gojǐsče LBGTK IPTG X-gal. Ploščo smo inkubirali 48 h pri 37 °C.
3.3.1.10 Transpozicija
Potek transpozicije smo spremljali z dvema metodama. Bakterijske celice DH10-
MultiBacTM vsebujejo pomožni plazmid, ki vsebuje zapis za transpozazo. Slednja
prepozna donorski mesti Tn7R in Tn7L v plazmidu pFastBacTM1 ter akceptorsko
mesto mini-attTn7 v bakmidu. Slednje mesto se nahaja sredi zapisa za peptid
LacZα. Potek transpozicije torej prekine zapis, kar onemogoči nastanek funkcio-
nalne β-galaktozidaze. Slednja posledično v prisotnosti IPTG ne pretvori kromo-
genega substrata X-gal v modro obarvan produkt. Kolonije, v katerih je potekla
transpozicija, niso modre in jih lahko enostavno identificiramo. Vnos ustreznega
vključka smo potrdili z verižno reakcijo s polimerazo na osnovi ene kolonije z upo-
rabo začetnih oligonukleotidov M13 f in M13 r (tabela 3.2).
3.3.1.11 Izolacija rekombinantne bakmidne DNA
S kolonijo, v kateri je potekla transpozicija, smo inokulirali 2 mL tekočega gojǐsča
LBGTK. Iz prekonočne kulture smo izolirali rekombinantno bakmidno DNA s kom-
pletom reagentov GeneJET PLasmid Miniprep Kit. Prekonočno kulturo smo pre-
nesli v mikrocentrifugirko, nakar smo jo centrifugirali 1 min pri 14 000 g. Super-
natant smo odstranili, usedlino pa resuspendirali v 300µL resuspenzijskega pufra.
Suspenziji smo nato dodali 300µL lizirnega pufra in jo nežno premešali. Mešanico
smo inkubirali 5 min pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo zbistreni mešanici
počasi dodali 300 µL nevtralizacijskega pufra, s čimer smo oborili genomsko DNA
in proteine. Nastalo suspenzijo smo 10 min inkubirali na ledu. Po inkubaciji smo
suspenzijo centrifugirali 10 min pri 14 000 g. Supernatant smo previdno prenesli v
mikrocentrifugirko, v katero smo med centrifugiranjem dodali 800 µL izopropanola.
Vsebino smo premešali z nežnim obračanjem mikrocentrifugirke, kar je oborilo bak-
midno DNA. Nastalo suspenzijo smo 10 min inkubirali na ledu. Po inkubaciji smo
suspenzijo centrifugirali 15 min pri 14 000 g. Supernatant smo nadomestili s 500µL
70 % etanola. Vsebino smo premešali z nežnim obračanjem mikrocentrifugirke, s
čimer smo sprali oborjeno bakmidno DNA. Suspenzijo smo ponovno centrifugirali
5 min pri 14 000 g. Postopek spiranja z 70 % etanolom smo ponovili.
Preostanek dela smo opravili v laminarju, saj mora biti izolirana bakmidna DNA
sterilna za delo z insektnimi celicami. Po centrifugiranju smo večino supernatanta
odstranili, preostanek pa smo pustili izhlapeti. Oborini bakmidne DNA smo dodali
40µL sterilnega pufra TE. Po 10 min občasnega zelo nežnega mešanja, smo količino
in čistost izolirane bakulovirusne DNA ocenili s spektrofotometrom Nanodrop 2000c.
Izolirano bakulovirusno DNA smo do uporabe hranili pri −20 °C.
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3.3.2 Delo s sesalskimi celicami
3.3.2.1 Gojenje sesalskih celic
Za namene magistrskega dela smo uporabili sesalsko celično kulturo HCT8L13 (opi-
sana v razdelku 3.1.3). Celice smo gojili v 10 cm petrijevkah, v gojǐsču cDMEM v
inkubatorji pri 37 °C in v prisotnosti 5 % CO2. Pred začetkom dela smo vse upora-
bljene raztopine segreli na 37 °C, delovne površine pa smo razkužili s 70 % etanolom.
Vsi uporabljeni materiali so bili sterilni. S celicami smo rokovali v biološki zaščitni
komori. Rast in konfluentnost celic smo spremljali z optičnim mikroskopom. Ce-
lice smo redčili, ko so dosegle 100 % konfluentnost. Celicam smo odsesali gojǐsče
in jih sprali z 1 mL pufra PBS. Slednjega smo nato nadomestili z 0,5 mL raztopine
TrypLETM Select, nakar smo celice vrnili v inkubator. Po 30 min tripsinizacije smo
celicam dodali 2 mL gojǐsča in jih sprostili s podlage z intenzivnim pipetiranjem.
Celično suspenzijo smo nato prenesli v 15 mL centrifugirko, ki smo jo centrifugirali
5 min pri 300 g. Celično usedlino smo nato resuspendirali v 10 mL gojǐsča. Celično
gostoto smo določili s hemocitometrom. V svežo 10 cm petrijevko smo prenesli to-
likšno število celic, da smo dosegli 10 % konfluentnost.
3.3.2.2 Transfekcija sesalskih celic
Sesalske celice smo transficirali s transfekcijskim reagentom TurboFectTM. Kationski
polimeri v transfekcijskem reagentu tvorijo stabilne komplekse z DNA in omogočijo
vstop v celice z endocitozo. Osmotski šok destabilizira endosome, kar sprosti DNA
in ji omogoči vstop v jedro.
En dan pred transfekcijo smo v vdolbinice plošče z dvanajstimi vdolbinicami prenesli
0,25 · 106 celic v 2 mL gojǐsča. Naslednji dan smo celice transficirali v skladu z navo-
dili proizvajalca. V 1,5 mL mikrocentrifugirki smo pripravili raztopino 2 µg plazmida
pcDNA3.1 z ustreznim vključkom v 200µL gojǐsča DMEM. Slednji raztopini smo
nato dodali 4µL vibracijsko premešanega transfekcijskega reagenta. Transfekcij-
sko mešanico smo nato premešali in inkubirali 20 min pri sobni temperaturi. Po
inkubaciji smo mešanico dodali k celicami po kapljicah. S premikanjem plošče z
vdolbinicami smo premešali vsebino v vsaki vdolbinici. Uspešnost transfekcije smo
preverili po 48 h s konfokalnim mikroskopom TCS SP8.
Lokalizacijo fuzijskih proteinov EpCAM-sfGFP smo tudi določili s transfekcijo sesal-
sko celic. En dan pred transfekcijo smo v vdolbinice ploščice µ z osmimi vdolbinicami
prenesli 0,01 · 106 celic v 300µL gojǐsča. Postopek transfekcije se ne razlikuje od
tistega, opisanega v zgornjem odstavku, izvedbi smo prilagodili zgolj količino upo-
rabljenih materialov - 30µL gojǐsča DMEM smo dodali 0,5 µg plazmida pcDNA3.1 z
ustreznim vključkom in 1,25 µL vibracijsko premešanega transfekcijskega reagenta.
Lokalizacijo fuzijskih proteinov smo analizirali 48 h po transfekciji s konfokalnim
mikroskopom TCS SP8 pri 1000-kratni povečavi.
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3.3.2.3 Priprava celičnih lizatov
Po potrditvi transfekcije smo ploščo s celicami prenesli na led. Celice smo sprali
dvakrat z 1 mL hladnega pufra PBS, nato smo jih lizirali v 50 µL pufra RIPA. Sle-
dnjemu smo tik pred uporabo dodali koktejl inhibitorjev proteaz in fosfataz Halt.
Ploščo s celicami smo prenesli v hladno sobo s 4 °C, kjer se je mešala 15 min. Vsebino
vdolbinic smo nato prenesli v 1,5 mL mikrocentrifugirke in jih centrifugirali 10 min
pri 14 000 g. Po centrifugiranju smo supernatant prenesli v čiste 1,5 mL centrifugirke
in jih do uporabe hranili pri −20 °C.
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3.3.3 Delo z insektnimi celicami
3.3.3.1 Gojenje insektnih celic
Za namene magistrskega dela smo uporabili insektno celično kulturo Sf9 (opisana v
razdelku 3.1.4). Celice smo gojili v gojǐsču Insect-Xpress pri 27 °C in 225 obratih min−1.
Z redčenjem smo vzdrževali celično gostoto med 0,8 · 106 celic mL−1 in 7,0 · 106 celic mL−1.
Pred začetkom dela smo vse delovne površine razkužili s 70 % etanolom. S celi-
cami smo rokovali v biološki zaščitni komori. V slednji nikoli nismo imeli hkrati
neokuženih celic in namerno okuženih celic ali suspenzij rekombinantnih bakulovi-
rusov. Vsi uporabljeni materiali so bili sterilni.
3.3.3.2 Transfekcija insektnih celic
Insektne celice smo transficirali s transfekcijskim reagentom TurboFectTM v skladu
z navodili proizvajalca. V vdolbinice plošče s šestimi vdolbinicami smo prenesli
0,8 · 106 celic v 2 mL gojǐsča. Ploščo s celicami smo nato inkubirali 30 min pri 27 °C,
pri čemer so se celice pritrdile na podlago. Med inkubacijo smo pripravili transfek-
cijsko mešanico. 8µL vibracijsko premešanega transfekcijskega reagenta smo dodali
k 100µL gojǐsča v mikrocentrifugirki. V drugi mikrocentrifugirki smo k 100 µL
gojǐsča dodali 10µL rekombinantne bakmidne DNA. Pripravljeni mešanici smo nato
združili, nežko premešali in inkubirali 20 min pri sobni temperaturi. Po inkubaciji
smo mešanici dodali 800 µL gojǐsča. Gojǐsče v vdolbinicah s pritrjenimi celicami
smo nežno nadomestili s pripravljeno transfekcijsko mešanico. Ploščo s celicami
smo nato inkubirali 4 h pri 27 °C, nakar smo transfekcijsko mešanico nadomestili z
2 mL svežega gojǐsča.
Uspešnost transfekcije smo preverili po treh dneh s konfokalnim mikroskopom. Trans-
ficirane celice ob vzbujanju s svetlobo valovne dolžine 488 nm oddajalo zeleno sve-
tlobo, saj rekombinantna bakmidna DNA vsebuje zapis za rumeni fluorescenčni
protein. Transficirane celice proizvajajo rekombinanten bakulovirus, s katerim lahko
okužimo večje število celic. Gojǐsče iz vdolbinic s transficiranimi celicami smo pre-
nesli v 15 mL centrifugirko. Slednjo smo centrifugirali 5 min pri 500 g. Supernatant
smo prenesli v svežo 15 mL centrifugirko, s čimer smo pripravili bakulovirusni am-
plifikat VO. Bakulovirusne amplifikate smo do uporabe hranili pri 4 °C.
3.3.3.3 Amplifikacija bakulovirusa
Bakulovirusni amplifikat VO ne vsebuje zadostnega števila rekombinantnih baku-
lovirusov za okužbo večjega števila insektnih celic, zato smo jih morali namnožiti.
Prvo bakulovirsno amplifikacijo smo izvedli takoj po transfekciji. K 30 mL suspen-
ziji insektnih celic z gostoto 0,8 · 106 celic mL−1 smo dodali 0,5 mL bakulovirusnega
amplifikata V0. Po treh dneh rasti smo celice ponovno analizirali s konfokalnim
mikroskopom. Suspenzijo okuženih celic smo prenesli v 50 mL centrifugirko, ki smo
jo nato centrifugirali 5 min pri 500 g. Supernatant smo prenesli v svežo 50 mL cen-
trifugirko, s čimer smo pripravili bakulovirusni amplifikat V1. Drugo bakulovirusno
amplifikacijo smo izvedli tri dni pred začetkom izražanje rekombinantnih proteinov.
K 50 mL suspenziji insektnih celic z gostoto 0,8 · 106 celic mL−1 smo dodali 0,5 mL
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bakulovirusnega amplifikata V1. Po treh dneh rasti smo celice ponovno analizirali
s konfokalnim mikroskopom. Suspenzijo okuženih celic smo prenesli v 50 mL cen-
trifugirko, ki smo jo nato centrifugirali 5 min pri 500 g. Supernatant smo prenesli v
svežo 50 mL centrifugirko, s čimer smo pripravili bakulovirusni amplifikat V2.
3.3.3.4 Izražanje rekombinantnih proteinov
K 275 mL suspenziji insektnih celic z gostoto 2,2 · 106 celic mL−1 smo dodali 25 mL
bakulovirusnega amplifikata V2, ki smo ga pripravili isti dan. Po treh dneh rasti
smo suspenzijo celic prenesli v 1 L centrifugirko, ki smo jo nato centrifugirali 10 min
pri 2000 g in 4 °C. Rekombinantni proteini so se med izražanjem izločili v gojǐsče,
zato smo supernatant do čǐsčenja shranili pri −80 °C.
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3.3.4 Izolacija in čǐsčenje rekombinantnih proteinov
Rekombinantne proteine smo iz gojǐsča insektnih celic izolirali in očistili z več kro-
matografskimi metodami. Vse pufre smo pred uporabo filtrirali in degazirali. Po
vsaki kromatografiji smo zbranim frakcijami ocenili koncentracijo proteinov spek-
trofotometrično, z določitvijo absorbance pri valovni dolžini 280 nm.
3.3.4.1 Nikljeva afinitetna kromatografija
Nikljeva afinitetna kromatografija je metoda, s katero iz raztopine z več proteini izo-
liramo rekombinantne proteine, ki so označeni s heksahistidinsko oznako. Slednja z
mikromolarno afiniteto tvori nekovaletne komplekse s številnimi dvovaletnimi ioni,
najpogosteje pa se uporabljajo ioni Ni2+. Ti so imobilizirani na nosilcu kolone,
skozi katero črpamo vzorec. Rekombinantni proteini s heksahistidinsko oznako se
na kolono vežejo specifično, ostale proteine pa lahko speremo z vezavnim pufrom.
Specifično vezane proteine eluiramo s pufrom, ki vsebuje imidazol.
Pred izvedbo nikljeve afinitetne kromatografije smo morali vzorec ustrezno pripra-
viti. Zamrznjeno gojǐsče insektnih celic smo stalili v hladni vodni kopeli. Hladnemu
staljenemu gojǐsču smo pH naravnali na vrednost 8,0 s pufrom za uravnavanje pH in
dodali inhibitor proteaz PMSF do končne, 1 mM koncentracije. Pripravljeno razto-
pino smo nato mešali 30 min pri 4 °C, nakar smo jo centrifugirali 20 min pri 10 000 g,
s čimer smo posedli nastalo oborino. Supernatant smo nato filtrirali skozi filter z
velikostjo por 0,2 µm.
Vmes smo sprali kolono z vodo miliQ in jo ekvilibrirali z vezavnim pufrom. Pripra-
vljen vzorec smo nato nanesli na kolono s peristaltično črpalko pri 4 °C in pretoku
2,5 mL min−1. Med nanašanjem vzorca na kolono smo napravo za hitro ločevanje
proteinov s tekočinsko kromatografijo sprali z vodo miliQ, nato pa še z vezavnim
pufrom. Po nanosu vzorca smo kolono povezali s pripravljeno napravo. Nespecifično
vezane proteine smo sprali s kolone z vezavnim pufrom pri pretoku 2,5 mL min−1. Pri
enakem pretoku smo nato izvedli še gradientno elucijo z elucijskim pufrom. Frakcije
z eluiranimi proteini smo združili.
3.3.4.2 Dializa
Pred shrambo smo morali iz zbranih frakcij odstraniti imidazol, saj lahko slednji
pri nizkih temperaturah obori proteine. Zbrane frakcije smo zato prenesli v dializno
črevo in jih preko noči pri 4 °C dializirali proti 1 L dializnega pufra. Dializiran vzorec
smo do uporabe shranili pri −20 °C.
3.3.4.3 Ionska izmenjevalna kromatografija
Ionska izmenjevalna kromatografija je metoda, s katero proteine v raztopini ločimo
glede na njihov neto naboj. Vrednost izoelektrične točke (pI) podaja vrednost pH
raztopine, pri kateri je neto naboj proteina enak nič. Neto naboj proteina je ne-
gativen, kadar je vrednost pH raztopine večja od vrednosti pI in nasprotno, kadar
je vrednost pH raztopine manǰsa od vrednosti pI. Kolone za ionsko izmenjevalno
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kromatografijo imajo negativno ali pozitivno nabit nosilec. Izbiro kolone in pufra
moramo torej prilagoditi vrednosti pI proteina, da se slednji na kolono veže z vǐsjo
afiniteto kot ostali proteini. Nevezane proteine speremo s kolone s pufrom z nizko
ionsko močjo, močno vezane protein pa eluiramo s pufrom z visoko ionsko močjo.
S spletnim orodjem ProtParam smo določili vrednosti pI proteinov EpEX sfGFP
kot 5. Posledično smo uporabili 5 mL veliko kolono HiTrap Q HP s pozitivno nabi-
tim nosilcem in pufer z vrednostjo pH 8,0. Proteinov EpEX nismo čistili z ionsko
izmenjevalno kromatografijo, ker polisaharidne verige glikozilacijskih mest predsta-
vljajo večji delež površine proteina in motijo ločevanje na osnovi naboja.
Vzorec smo pred nanosom na kolono centrifugirali 10 min pri 10 000 g in filtrirali.
Vmes smo kolono in napravo za hitro ločevanje proteinov s tekočinsko kromatogra-
fijo sprali z vodo miliQ in ekvilibrirali z vezavnim pufrom. Vzorec smo na kolono
nanesli s siringo. Šibko vezane proteine smo sprali s kolone z vezavnim pufrom pri
pretoku 2,5 mL min−1. Pri enakem pretoku smo nato izvedli še gradientno elucijo z
elucijskim pufrom. Zbrane frakcije smo analizirali s poliakrilamidno gelsko elektro-
forezo. Frakcije, ki so vsebovale rekombinantne proteine, smo združili in shranili pri
−80 °C do kromatografije z ločevanjem po velikosti.
3.3.4.4 Kromatografija z ločevanjem po velikosti
Kromatografija z ločevanjem po velikosti je metoda, s katero proteine v raztopini
ločimo glede na njihovo velikost. Kolona za kromatografijo z ločevanjem po velikosti
je sestavljena iz nosilca z majhnimi porami. Manǰse molekule lažje vstopijo v pore
nosilca, zato je njihova pot pri potovanju skozi kolono dalǰsa. Posledično potrebujejo
manǰse molekule več časa, da izstopijo iz kolone.
Kolono HiLoadTM 16/600 SuperdexTM 200 z volumnom 120 mL in napravo za hi-
tro ločevanje proteinov s tekočinsko kromatografijo smo en dan pred uporabo sprali
z vodo miliQ in ekvilibrirali s pufrom SEC pri pretoku 1 mL min−1. Vzorce re-
kombinantnih proteinov smo morali pred čǐsčenjem s kromatografijo z ločevanjem
po velikosti skoncentrirati. Uporabili smo filter za koncentriranje Amicon Ultra
15 mL z izključitveno maso 10 kDa. Vzorce v filtrih smo centrifugirali pri 5000 g do
2 mL. Koncentriran vzorec z rekombinantimi proteini smo pred nanosom centrifugi-
rali 10 min pri 10 000 g in filtrirali. Vzorec smo na kolono nanesli s siringo. Zbrane
frakcije smo analizirali s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti NaDS.
Združene frakcije smo po potrebi skoncentrirali, nato pa smo pripravili alikvote, ki
smo jih do uporabe hranili pri −80 °C.
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3.3.5 Analize proteinskih vzorcev
3.3.5.1 Določitev koncentracije proteinov v lizatih sesalskih celic
Koncentracijo proteinov v lizatih sesalskih celic smo določili z namenom, da bi v
vsak žepek poliakrilamidnega gela nanesli enako količino proteinov. Pufer RIPA
vsebuje detergente, ki motijo metodi po Bradfordu in Lowryju, zato smo koncen-
tracijo proteinov določili z metodo BCA (angl. bicinchoninic acid assay). Slednja
temelji na redukciji Cu2+ v Cu+ in oksidaciji peptidne vezi pri visokih temperatu-
rah in vrednostih pH. Bicinhoninska kislina tvori obarvan kompleks z reduciranimi
bakrovimi ioni z absorpcijskim maksimumom pri 562 nm. Koncentracija nastalega
kompleksa je odvisna od koncentracije prisotnih proteinov, zato lahko z umeritveno
krivuljo določimo koncentracijo proteinov v lizatih.
V vdolbinice mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami smo prenesli 150 µL 100-krat
redčenega celičnega lizata v duplikatih. Kot kontrolen eksperiment smo uporabili
100-krat redčen pufer RIPA. Vsaki vdolbinici samo nato dodali 150 µL delovnega
reagenta, ki smo ga pripravili s kompletom reagentov Micro BCA Protein Assay Kit
v skladu z navodili proizvajalca. Ploščo smo nato premešali s čitalnikom mikrotitr-
skih plošč Tecan in pokrili s pokrovom. Ploščo z vzorci smo inkubirali 2 h pri 37 °C.
Po inkubaciji smo ploščo ohladili, absorbanco pri 562 nm pa določili s čitalnikom
mikrotitrskih plošč Tecan. Izhodǐsčne koncentracije vzorcev smo preračunali z ume-
ritveno krivuljo, ki smo jo pripravili z raztopinami govejega serumskega albumina z
znanimi koncentracijami.
3.3.5.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS)
je metoda, s katero analiziramo proteinske vzorce. NaDS denaturira proteine in se
veže nanje, s čimer jim doda enakomeren negativen naboj. Posledično je mobilnost
proteinov pri gelski elektroforezi odvisna zgolj od njihove velikosti.
Poliakrilamidne gele smo pripravili v skladu s tabelo 3.8. Vzorcem smo pred nano-
som dodali ustrezno količino 4-kratnega nanašalnega pufra, nato pa smo jih segreli
do 95 °C za 5 min. Vzorce smo nato centrifugirali za kratek čas in nanesli na gel.
Elektroforezo smo izvedli pri konstantnem toku 35 mA na gel in napetosti 200 V. Po
elektroforezi smo gel prenesli v raztopino A in jo zavreli, postopek smo nato ponovili
še z raztopino B. Gel smo do razbarvanja pustili v raztopini B.
Poliakrilamidni geli Stain-Free omogočajo vizualizacijo proteinov brez uporabe z
očesom vidnih barvil, saj vsebujejo fluorescenčno barvilo, ki se ob obsevanju z UV-
svetlobo aktivira in veže na triptofanske aminokislinske ostanke proteinov. Proteine
lahko nato prenesemo na membrano in izvedemo imunodetekcijo, rezultate pa nor-
maliziramo na celotno količino nanešenih proteinov, kar omogoča kvantifikacijo re-
zultatov. Lizate transficiranih sesalskih celic smo zato analizirali z geli Stain-Free,
ki smo jih pripravili s kompletom reagentov TGX FastCast Acrylamid Solutions
v skladu z navodili proizvajalca. V vsak žepek smo nanesli 50µg proteinov. Po
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elektroforezi smo gele obsevali 45 s z UV-svetlobo v napravi Chemidoc MPTM.
3.3.5.3 Prenos western in imunodetekcija
Prenos western je metoda, s katero proteine s poliakrilamidnega gela po elektroforezi
prenesemo na PVDF ali nitrocelulozno membrano. Specifične proteine lahko nato
detektiramo s protitelesi v procesu imunodetekcije. Z opisanima metodama smo
nameravali kvantificirat regulirano intramembransko cepitev konstruktov EpCAM-
sfGFP.
Membrano Immun-Blot Low Fluorescence PVDF smo potopili v 100 % metanol za
nekaj sekund, nato pa smo jo prestavili v pufer towbin. Z aktiviranim poliakrila-
midnim gelom Stain-Free in aktivirano membrano Immun-Blot Low Fluorescence
PVDF smo nato sestavili sendvič za prenos western. Slednji je potekal v pufru
towbin, pri konstantnem toku 200 mA in napetosti 300 V.
Po elektroforezi smo membrano prenesli v čisto 15 mL centrifugirko, v katero smo
predhodno dodali 3 mL pufra Immobilon® Block - FL. Centrifugirko smo nato vr-
teli 1 h pri sobni temperaturi. Pufru smo potem dodali 30µL 20 % (V/V) Tween-20
in 3 µL primarnih protiteles anti-GFP. Centrifugirko smo nato vrteli preko noči pri
4 °C. Naslednji dan smo membrano sprali 3-krat po 5 min s pufrom TBST. Mem-
brano smo nato prenesli v čisto 15 mL centrifugirko, v katero smo predhodno dodali
3 mL pufra Immobilon® Block - FL, 30µL 20 % Tween-20, 20 µL 10 % NaDS in
0,6 µL sekundarnih protiteles StarBright Blue 700. Poleg tega smo centrifugirko
predhodno ovili z aluminijasto folijo. Centrifugirko smo nato vrteli 1 h pri sobni
temperaturi. Membrano smo nato v temi sprali 6-krat po 5 min s pufrom TBST.
Flourescenco sekundarnih protiteles in označenih triptofanskih ostankov smo detek-
tirali z napravo Chemidoc MPTM. Rezultate smo analizirali s programom ImageLab
(Bio-Rad). Vrednosti p smo določili s testom t za neodvisne vzorce.
3.3.5.4 Določanje cirkularnega dikroizma
Cirkularni dikroizem (CD) je spektroskopska metoda, s katero lahko določimo delež
sekundarnih struktur proteina v raztopini. Pri prehodu linearno polarizirane sve-
tlobe skozi raztopino optično aktivne snovi pride do različne absorpcije levo in desno
krožno polarizirane svetlobe, ki sestavljata linearno polarizirano svetlobo. Proteini
so asimetrične molekule, zaradi česar so optično aktivni. Razlike v absorpciji levo in
desno krožno polarizirane svetlobe v določenem spektralnem območju lahko izme-
rimo, ta razlika pa vsebuje strukturne informacije o proteinu. CD-spekter proteina z
raznolikimi sekundarnimi strukturami je linearna kombinacija CD-spektrov posame-
znih sekundarnih struktur. CD-spektre posameznih sekundarnih struktur poznamo,
zato lahko določimo njihov delež v CD-spektru proteina.
Želeli smo preverili, ali so očǐsčeni proteini EpEX pravilno zviti, zato smo določili
njihov CD-spekter. Proteine smo imeli raztopljene v pufru SEC, ki vsebujejo klori-
dne anion, slednji pa motijo snemanje CD-spektra. Pufer SEC smo zato zamenjali
s pufrom CD, ki namesto kloridnih vsebujejo fluoridne anione. Za zamenjavo pu-
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fra smo uporabili filter za koncentriranje Amicon Ultra 0,5 mL z izključitveno maso
10 kDa. Raztopino proteina smo s centrifugiranje pri 14 000 g 5-krat skoncentrirali
na 50µL in razredčili s 400µL pufra CD. Pripravili smo 250µL raztopine proteina
s koncentracijo 0,3 mg mL−1. CD-spekter proteinov smo določili s spektropolarime-
trom J-1500 v območju od 190 nm do 250 nm. Delež sekundarnih struktur na osnovi
meritev smo določili s spletnim orodjem Bestsel [33], na osnovi modela strukture pa
s spletnim orodjem PDB2CD [34].
3.3.5.5 Vezanje proteinov na imobilizirane lipide
Želeli smo preveriti, ali se očǐsčeni proteini EpEX-sfGFP vežejo na lipide. Preiz-
kusili smo vezanje na naslednje vrste lipidov: fosfatidiletanolamin, fosfatidilglicerol,
fosfatidilinozitol, gangliozid, holesterol, lizofosfatidilholin, monoramnolipid, POPC
in sfingmielin. Lipidi se s hidrofobnimi acilnimi verigami vežejo na membrano, kar
izpostavi njihove polarne skupine. Pripravili smo raztopine lipidov s koncentracijo
5 mg mL−1. Na koščke nitrocelulozne membrane smo nanesli 2-krat po 1 mL pripra-
vljenih raztopin, pri čemer smo med nanosi počakali, da se je membrana posušila.
Koščke membrane smo nato prenesli v vdolbinice plošče z dvanajstimi vdolbinicami,
kjer smo jih blokirali 1 h v pufru TBST s 5 % mlekom. V istem pufru smo vmes
pripravili raztopino proteina s koncentracijo 10 µg mL−1. Blokirni pufer v vdolbini-
cah smo nadomestili z 2 mL pripravljene raztopine. Ploščo smo nato inkubirali 2 h
pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo koščke membrane sprali 3-krat po 5 min s
pufrom TBS.
3.3.5.6 Analize z napravo OMNISEC
OMNISEC je naprava za kromatografijo z ločevanjem po velikosti, ki je sklopljena
s številnimi detektorskimi sistemi. Slednji omogočajo določitev lomnega količnika,
absorbance v območju od 190 nm do 900 nm, sipanja svetlobe in viskoznosti raz-
topine. Določitev lomnega količnika omogoča natančno spremljanje koncentracije
snovi v raztopini, s sipanjem svetlobe pa določi velikost delcev in njihovo molsko
maso.
Očǐsčenim proteinom EpEX-sfGFP smo želeli določiti molsko maso, s tem pa oli-
gomerno stanje. Sistem in kolono smo en dan pred uporabo sprali z vodo miliQ in
ekvilibrirali s pufrom SEC pri pretoku 0,5 mL min−1. Naslednji dan smo pripravili
400µL raztopine proteinov s koncentracijo 1 mg mL−1. Pred nanosom smo raztopine
proteinov centrifugirali 10 min pri 14 000 g. Standardno raztopino govejega serum-
skega albumina s koncentracijo 2 mg mL−1 smo uporabili kot interno kontrolo, na
osnovi katere smo določili molsko maso proteinov EpEX-sfGFP.
S spektrofotometrom, ki omogoča določitev absorbance v območju od 190 nm do
900 nm, smo želeli spremljati vezanje fluorescenčnih lipidov 14:0 in 16:0 Liss Rhod
PE na očǐsčene proteine EpEX. Vezanje bi določili s prekrivanjem absorbance pri
280 nm in 560 nm. Preǰsnja valovna dolžina ustreza proteinom, slednja pa sulfo-
rodaminu B, flourescenčni skupini lipidov Liss Rhod PE. Dva dneva pred uporabo
OMNISEC smo očǐsčenim proteinom zamenjali pufer z uporabo filtra za koncentri-
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ranje Amicon Ultra 4 mL z izključitveno maso 10 kDa. Pufer SEC smo zamenjali
s pufrom PBS z 1 % (w/V) CHAPS. Slednji detergent omogoča raztapljanje hidro-
fobnih molekul v vodi. Raztopino proteina smo s centrifugiranje pri 7500 g 5-krat
skoncentrirali na 100µL in razredčili s 3 mL pufra PBS z 1 % CHAPS. Za vsak
očǐsčen protein smo pripravili štiri 290µL alikvote s 150 µg proteina. Paru alikvotov
smo dodali 10 µL raztopine lipidov 14:0 oziroma 16:0 Liss Rhod PE s koncentracijo
1 mg mL−1. Tretjemu alikvotu smo dodali 10µL 4,8 mM raztopine sulforodamina B
v pufru PBS z 1 % (w/V) CHAPS. Četrtemu alikvotu smo dodali 10 µL pufra PBS z
1 % (w/V) CHAPS. Pripravljene alikvote smo inkubirali preko noči pri 4 °C. Preko
noči smo tudi ekvilibrirali napravo za hitro ločevanje proteinov s tekočinsko kroma-
tografijo in kolono SephadexTM Increase 200 10/300 GL s pufrom PBS z 1 % (w/V)
CHAPS. Naslednji dan smo raztopine proteinov, ki smo jih inkubirali preko noči,
nanesli na ekvilibrirano kolono za kromatografijo z ločevanje po velikosti. Zbrali smo
zgolj proteinske frakcije, s čimer smo se znebili odvečnega nevezanega lipida. Zbrane
proteinske frakcije smo ponovno skoncentirali na volumen 250 µL in jih pripravili za
avtomatiziran prekonočen nanos na napravi OMNISEC, ki smo jo predhodno ekvi-





Sesalske celice HCT8L13 (opisane v razdelku 3.1.3) smo transficirali s plazmidom
pcDNA3.1, ki je vseboval različne zapise za EpCAM-sfGFP. Lokalizacijo fuzijskih
proteinov smo določili s konfokalnim mikroskopom. Pri divjem tipu smo opazili
lokalizacijo na celični membrani in neznanih znotrajceličnih fibrilarnih strukturah.
Pri mutantnih oblikah nismo opazili lokalizacije na celičnih membrani, lokalizacija
na fibrilarnih strukturah pa je bila bolj izrazita. Poleg tega je slednja ponekod prešla
v mrežasto strukturo (slika 4.1).
EpCAM_mut1 EpCAM_mut2
EpCAM_wt
Slika 4.1: Lokalizacija fuzijskih proteinov EpCAM-sfGFP v sesalskih celicah HCT8L13. Modra
puščica označuje lokalizacijo na celični membrani, bela lokalizacijo na fibrilarnih strukturah in
rdeča lokalizacijo na mrežastih strukturah.
Domnevali smo, da bi mrežasta struktura lahko bil endoplazemski retikulum, kar bi
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nakazovalo neuspešno zvijanje proteinov. Posledično smo se odločili izraziti rekom-
binantne proteine in jim določiti zvitje s CD-spektroskopijo.
4.2 Kvantifikacija regulirane intramembranske cepitve
V lizatih transficiranih celic smo po prenosu western detektirali produkte regulirane
intramembranske cepitve z imunodetekcijo. Za vsak konstrukt smo pripravili tri
tehnične replikate, kot negativno kontrolo pa smo uporabili lizat netransficiranih
celic. Opazili smo dve lisi, ki predstavljata produkta regulirane intramembranske
cepitve - EpCTF in EpIC. Poleg teh smo opazili še dve lisi. Pod liso, ki predstavlja
EpCAM, smo opazili liso, ki predstavlja EpCAM s cepljeno tiroglobulinsko domeno.





















Slika 4.2: Imunodetekcija produktov regulirane intramembranske cepitve EpCAM-sfGFP. A - De-
tekcija celotnega nanosa proteinov s tehnologijo Stain-Free. Črka S označuje velikostno lestvico,
črka N pa negativno kontrolo. B - Detekcija produktov regulirane intramembranske cepitve s flo-
urescenčnimi protitelesi.
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S programom ImageLab smo meritve imunodetekcije normalizirali na celoten nanos
proteinov in rezultate statistično analizirali. Opazili smo, da sta mutantni obliki
EpCAM manj dovzetni k cepitvi tiroglobulinske domene (slika 4.3A) in bolj dovzetni
k cepitvi s TACE oziroma BACE (slika 4.3B). Razlike v dovzetnosti k cepitvi z γ-
sekretazo so bistveno manǰse (slika 4.3C). Vse razlike so statistično signifikantne











































Slika 4.3: Razlike v proteolitičnem procesiranju EpCAM. A - Delež EpCAM s cepljeno tiroglobu-
linsko zanko. B - Delež EpCAM po procesiranju z TACE oziroma BACE. C - Delež EpCAM po
procesiranju z γ-sekretazo.
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4.3 Priprava rekombinantnih nukleinskih kislin
Izhodǐsčna nukleotidna zaporedja smo z verižno reakcijo s polimerazo spremenili v
skladu s tabelo 3.19. Odstranili smo dele zaporedij, ki zapisujejo za EpTM in EpIC.
Na 3’-konec zaporedij smo dodali zapis za heksahistidinsko oznako, ki omogoča
izolacijo proteinov z nikljevo afinitetno kromatografijo. Poleg tega smo na 5’ in
3’-konca dodali zaporedje LIC, ki omogoča vnos zaporedij v plazmid pFastBacTM1
z metodo SLiCE. Konstruktom EpEX smo odstranili tudi fuzijo z sfGFP. Rezultat
agarozne gelske elektroforeze produktov končne verižne reakcije s polimerazo pri
pripravi konstruktov je prikazan na sliki 4.4. Konstrukta EpEX wt nismo pripravili,












Slika 4.4: Agarozna gelska elektroforeza produktov končne verižne reakcije s polimerazo pri pri-
pravi konstruktov EpEX-sfGFP in EpEX. Črka S označuje velikostno lestvico. A - EpEX-sfGFP;
pričakovana velikost je 1500 bp. B - EpEX; pričakovana velikost je 850 bp.
Vsi produkti so bili pričakovane velikosti, zato smo jih izolirali. Z metodo SLiCE
smo jih nato vstavili v plazmid pFastBacTM1. Z reakcijsko mešanico SLiCE smo
transformirali bakterijske celice E. coli seva DH5α. Vstavitev vključka s homologno
rekombinacijo smo potrdili z verižno reakcijo s polimerazo na osnovi ene kolonije
in agarozno gelsko elektroforezo produktov. Hkrati smo preverili več kolonij (slika
4.5).
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Slika 4.5: Agarozna gelska elektroforeza produktov verižne reakcije s polimerazo na osnovi ene
kolonije pri potrditvi homologne rekombinacije. Črka S označuje velikostno lestvico. A - EpEX-
sfGFP; pričakovana velikost je 1500 bp. B - EpEX; pričakovana velikost je 1000 bp.
Za vsak konstrukt smo s kolonijami, ki vsebujejo vključek ustrezne velikosti, pripra-
vili prekonočne kulture. Iz slednjih smo izolirali rekombinanten plazmid pFastBacTM1.
Na tem koraku smo tudi potrdili ustreznost vstavljenih vključkov z določitvijo nu-
kleotidnega zaporedja.
Z izoliranim plazmidom smo transformirali bakterijske celice E. coli seva DH10Multi-
Bac. Slednje že vsebujejo bakmid in pomožni plazmid, ki omogočata transpozocijo
vključkov iz rekombinantnega plazmida v bakmid. Potek transpozicije smo potrdili z
verižno reakcijo s polimerazo na osnovi ene kolonije in agarozno gelsko elektroforezo















Slika 4.6: Agarozna gelska elektroforeza produktov verižne reakcije s polimerazo na osnovi ene kolo-
nije pri potrditvi transpozicije. Črka S označuje velikostno lestvico. A - EpEXsfGFP; pričakovana
velikost je 4000 bp. B - EpEX; pričakovana velikost je 3000 bp.
Za vsak konstrukt smo s kolonijami, ki vsebujejo rekombinanten bakmid, pripravili
prekonočne kulture. Iz slednjih smo izolirali bakmid, s katerim smo transficirali
insektne celice in izrazili rekombinantne proteine.
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4.4 Izolacija in čǐsčenje rekombinantnih proteinov
Izražene proteine EpEX-sfGFP smo očistili s tremi kromatografskimi metodami - z
nikljevo afinitetno kromatografijo, z ionsko izmenjevalno kromatografijo in s kroma-
tografijo z ločevanjem po velikosti. Na sliki 4.7 so prikazani elucijski diagrami upo-
rabljenih kromatografskih metod pri čǐsčenju EpEX wt-sfGFP. Elucijski diagrami
pri čǐsčenju EpEX mut1-sfGFP in EpEX mut2-sfGFP so bili podobni. Očǐsčene





























































































Slika 4.7: Čǐsčenje proteina EpEX wt-sfGFP. Rdeče črtice predstavljajo začetek zbiranja frakcij,
% B predstavlja volumski delež elucijskega pufra, črka S označuje velikostno lestvico. A - Elucijski
diagram nikljeve afinitetne kromatografije. B - Elucijski diagram ionske izmenjevalne kromato-
grafije. C - Elucijski diagram kromatografije z ločevanjem po velikosti. D - Poliakrilamidni gel
očǐsčenih proteinov EpEX-sfGFP.
Z nikljevo afinitetno kromatografijo smo odstranili večino nečistoč in zmanǰsali
volumen vzorcev s 600 mL na 10 mL. Z ionsko izmenjevalno kromatografijo in
kromatografijo z ločevanjem po velikosti pa smo se znebili še preostalih nečistoč.
EpEX wt-sfGFP in EpEX mut1-sfGFP smo uspešno očistili, pridobili smo 6 mg ozi-
roma 1 mg proteina. EpEX mut2-sfGFP nismo uspeli očistiti, pridobili smo zgolj
200µg neočǐsčenega proteina. Slednjega zato nismo uporabili pri analizah.
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Zaradi slabega izražanja EpEX mut2-sfGFP smo se odločili izraziti le EpEX wt in
EpEX mut1. Slednja smo očistili zgolj z nikljevo afinitetno kromatografijo in s kro-
matografijo z ločevanjem po velikosti, ker polisaharidne verige glikozilacijskih mest
predstavljajo večji delež površine proteina in motijo ločevanje na osnovi naboja. Na
sliki 4.8 sta prikazana elucijska diagrama uporabljenih kromatografskih metod pri
čǐsčenju EpEX wt. Elucijska diagrama pri čǐsčenju EpEX mut1 sta bila podobna.
Frakcije, ki smo jih zbrali med kromatografijo z ločevanjem po velikosti, smo anali-

































































Slika 4.8: Čǐsčenje proteina EpEX wt. Rdeče črtice predstavljajo začetek zbiranja frakcij, % B
predstavlja volumski delež elucijskega pufra, črka S označuje velikostno lestvico. A - Elucijski
diagram nikljeve afinitetne kromatografije. B - Elucijski diagram kromatografije z ločevanjem po
velikosti. C - Poliakrilamidni gel zbranih frakcij po čǐsčenju EpEX wt. D - Poliakrilamidni gel
zbranih frakcij po čǐsčenju EpEX mut1.
Z nikljevo afinitetno kromatografijo smo ponovno odstranili večino nečistoč in zmanj-
šali volumen vzorcev s 600 mL na 10 mL. Kljub odsotnosti ionske izmenjevalne kro-
matografije, smo samo s kromatografijo z ločevanjem po velikosti uspešno očistili
oba proteina. Pridobili smo 750µg obeh proteinov.
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4.5 Določitev oligomernega stanja
Zunajcelični del EpCAM v raztopini tvori dimer, zato je določitev oligomernega sta-
nja rekombinantnih proteinov v raztopini indikacija pravilnosti njihovega zvitja. Na
osnovi značilnih elucijskih volumnov pri kromatografiji z ločevanjem po velikosti smo
določili, da konstrukta EpEX v raztopini tvorita dimer. Samo na osnovi istih meri-
tev nismo uspeli določiti oligomernega stanja konstruktov EpEX-sfGFP v raztopini,
zato smo ju analizirali z napravo OMNISEC. Slednja s kromatografijo z ločevanjem
po velikosti določi molsko maso vzorca s primerjavo elucijskih volumnov vzorca in
standarda z znano molsko maso. Konstrukta EpEX-sfGFP sta imela molsko maso



































































Slika 4.10: CD-spektra očǐsčenih proteinov EpEX.
Spektra se ujemata na celotnem območju meritev, razen pod 195 nm, kjer so meritve
nezanesljive. Deleži sekundarnih struktur, ki smo jih določili s spletnim orodjem
Bestsel, so predstavljeni v tabeli 4.1.
Tabela 4.1: Delež sekundarnih struktur konstrukov EpEX.
sekundarna struktura EpEX wt EpEX mut1
α-vijačnica 13,7 % 17,3 %
antiparalelna β-ploskev 24,7 % 13,2 %
paralelna β-ploskev 0,0 % 1,1 %
zavoj 12,3 % 14,7 %
ostalo 49,3 % 53,7 %
K večji razliki v deležu antiparalelnih β-ploskev predvsem prispevajo že omenjene
nezanesljive meritve pod 195 nm. Deleži se sicer ujemajo z napovedjo spletnega
orodja PDB2CD, ki predvidi 14,4 % delež α-vijačnic in 22,6 % delež β-ploskev. Na
osnovi rezultatov sklepamo, da sta oba proteina zvita pravilno.
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4.7 Vezanje malih molekul v hidrofoben žep
4.7.1 Molekulsko umeščanje
V hidrofoben žep C-končne domene EpEX smo umestili različno dolge karboksilne
kisline in njihove maltozidne derivate. Rezultati molekulskega umeščanja so prika-















































Slika 4.11: Odvisnost ∆G vezanja od dolžine acilne verige liganda. S pikicami sta prikazani
regresivni polinomski krivulji druge stopnje. A - Povprečna vrednost ∆G vezanja v odvisnosti od
dolžine acilne verige liganda. B - Minimalna vrednost ∆G vezanja v odvisnosti od dolžine acilne
verige liganda.
Minimum, ki ga napoveduje regresijska krivulja, je v primeru maltozidnih derivatov
enak, medtem ko se pri karboksilnih kislinah razlikujeta.
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4.7.2 Vezanje na imobilizirane lipide
Očǐsčena proteina EpEX-sfGFP smo vezali na lipide, ki so bili s hidrofobnimi inte-
rakcijami imobilizirani na nitrocelulozni membrani. Hidrofobne interakcije posredu-
jejo acilne verige, zato so bili izpostavljeni hidrofilni deli lipidov. Pozitivni rezultati






Slika 4.12: Vezanje proteinov EpEX-sfGFP na imobilizirane lipide.
Vezanja na fosfatidilglicerol, holesterol, lizofosfatidilholin, POPC in sfingomielin ni-
smo zaznali. Skeletne strukture lipidov, na katere sta se vezala proteina EpEX-
















































































Slika 4.13: Skeletne strukture vezanih lipidov. A - Fosfatidiletanolamin. Skupini R1 in R2 sta naj-
pogosteje dolgi 16 oziroma 18 C-atomov. B - Fosfatidilinozitol. Skupini R1 in R2 sta najpogosteje
dolgi 16 oziroma 18 C-atomov. C - Monoramnolipid. Skupini R1 in R2 sta najpogosteje dolgi 4
do 10 C-atomov. D - Gangliozid GM1. Gangliozidi se med seboj razlikujejo predvsem v številu
vezanih polisaharidov.
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4.7.3 Vezanje na lipide v raztopini
Na očǐsčena proteina EpEX smo vezali flourescenčno označena lipida 14:0 in 16:0 Liss
Rhod PE ter njuno fluorescenčno skupino sulforodamin B. Po odstranitvi presežka
liganda s kromatografijo z ločevanjem po velikosti, smo zbrane proteinske frakcije
nanesli na napravo OMNISEC. Vezanje bi zaznali pri elucijskem volumnu proteina
s prekrivanjem absorpcije pri 280 nm in 560 nm. Preǰsnja valovna dolžina ustreza
proteinu, slednja pa flourescenčni skupini. Vezanja nismo zaznali.
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5 Razprava
Protein EpCAM je zanimiv s številnih vidikov. Zaradi visoke ravni izražanje v
celicah različnih karcinomov, je uporaben v diagnostiki, prognostiki in terapevtiki
[4]. Naše razumevanje njegove molekularne biologije ostaja omejeno, kljub širokemu
spektru uporab. Vpleten je v regulaciji celične adhezije, proliferacije in diferencia-
cije. Vključitev v omenjene procese omogoča regulirana intramembranska cepitev.
Ni znano, kaj sproži slednjo cepitev, niti kateri dejavniki vplivajo nanjo [8]. Ek-
sperimentalna določitev EpEX je dotedanje razumevanje razširila s strukturnega
vidika, razkrila pa je tudi prisotnost hidrofobnega žepa na njegovi površini [15].
Take strukture imajo pogosto igrajo vlogo v regulacijo procesov, zato smo se slednjo
odločili raziskati. V okviru diplomskega dela smo pripravili mutantne oblike Ep-
CAM s fizično zaprtim žepom in kvalitativno dokazali vpliv strukturnih sprememb
na regulirano intramembransko cepitev. V okviru magistrskega dela smo obseg raz-
iskovanja hidrofobnega žepa še razširili.
Lokalizacija
Opazili smo, da protein EpCAM wt-sfGFP v sesalskih celicah lokalizira na celični
membrani, kar je v skladu s pričakovanji. Nasprotno pa smo opazili tudi lokalizacijo
na neznanih fibrilarnih strukturah. Slednja ni bila opaženi pri podobnih eksperimen-
tih v literaturi [35]. Pri mutantnih oblikah je bila lokalizacija na celični membrani
odsotna, kar je skrb vzbujajoče, saj nakazuje težave pri zvijanju proteinov. Takšne
spremembe so značilne tudi za bolezen CTE, pri kateri pride do mutacij v genu EP-
CAM, ki preprečijo transport proteina na celično membrano [12]. Poleg tega smo
pri mutantnih oblikah opazili tudi bolj izrazito lokalizacijo na fibrilarnih struktu-
rah, ki so ponekod prešle v mrežasto strukturo. Slednja spominja na endoplazemski
retikulum, kar ponovno nakazuje na težave pri zvijanju proteina. Fibrilarne struk-
ture smo poskusili identificirati s pregledom lokalizacije vseh fibrilarnih proteinov
v spletni zbirki ProteinAtlas. Lokalizacija je podobna nekaterim intermediarnim
filamentom, predvsem vimentinu in keratinom. Slednji so, za razliko od vimentina,
prisotni v epitelijskih celicah, a brez nadaljnih eksperimentov ne moremo sklepati o
interakcijah ali fiziološkem pomenu opazovanj.
Kvantifikacija regulirane intramembranske cepitve
Pri imunodetekciji produktov regulirane intramembranske cepitve smo poleg pri-
čakovanih lis opazili tudi eno nepričakovano, ki se nahaja pri približno 2-kratni masi
EpCAM-sfGFP (slika 4.2). Sklepamo, da gre za kovalentno povezan dimer. Na
površini dimera EpEX so namreč prisotni številni glutaminski in lizinski aminoki-
slinski ostanki, čigar prečno povezovanje katalizira encim transglutaminaza. Večina
omenjenih ostankov je nedostopnih ali pa se nahajajo blizu membrane, izpostavili
pa bi par aminokislinskih ostankov Q74 in K149. Razdalja med slednjima je v kri-
stalni strukturi 8A, a je Q orientiran stran od K. Povečano izražanje in delovanje
transglutaminaze je značilno za rakave celice [36]. Vse ostale opažene lise so bile
pričakovane in so bile že opisane v literaturi [8, 35]. Potek cepitev tudi predstavlja
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indikacijo, da so proteini pravilno zviti.
S kvantifikacijo regulirane intramembranske cepitve smo pokazali, da sta mutantni
obliki z zaprtim hidrofobnim žepom manj dovzetni k cepitvi tiroglobulinske zanke,
hkrati pa bolj dovzetni k cepitvi s TACE oziroma BACE. Ti rezultati se ne skladajo s
trenutnim modelom proteolitičnega procesiranja EpCAM. Obe cepitvi naj bi namreč
potekali ob razpadu dimera na monomerni enoti, s čimer cepitvena mesta postanejo
dostopna [23]. Ena izmed možnih interpretacij rezultatov je sledeča. Hidrofoben
žep se nahaja v neposredni bližini cepitvenih mesti α in β, ki ji cepita TACE ozi-
roma BACE. Zaprtje hidrofobnega žepa prepreči vezanje neznanega liganda, ki sicer
z vezanjem zakrije ali na drug način prepreči cepitev na mestih α in β. Strukturno
stanje hidrofobnega žepa lahko prav tako vpliva na stabilnost dimera, a z izvedenimi
eksperimenti ne znamo pojasniti vseh vplivov na proteolitično procesiranje EpCAM,
kaj šele, da bi vplive integrirali.
Zaprtje hidrofobnega žepa je bistveno manj vplivalo na procesiranje z γ-sekretazo,
saj ta cepitev sledi odcepu EpEX. Med pripravljenimi konstrukti ni večjih razlik v
količini EpIC, kljub povečanemu nastajanju EpCTF pri mutantnih oblikah. Slednje
opažanje potrjuje, da je procesiranje z γ-sekretazo zelo počasno, saj je količina nasta-
lega EpIC odvisna zgolj od hitrosti cepitve in ne od količine substrata, ki je na voljo.
Priprava nukleinskih kislin
Želeli smo dokazati, da so konstrukti, ki smo jih pripravili v okviru diplomskega
dela, pravilno zviti. Zato smo se odločili izraziti in očistiti njihove zunajcelične dele,
tako v fuziji s sfGFP kot brez nje. Z metodami molekulskega kloniranja smo pri-
pravili rekombinantne bakmide, s katerimi smo transficirali insektne celice in izrazili
rekombinantne proteine.
Izolacija in čǐsčenje rekombinantnih proteinov
V insektnih celicah smo uspešno izrazili in očistili štiri od petih načrtovanih protei-
nov. Proteina EpEX mut2-sfGFP smo izrazili zgolj 200µg, poleg tega pa ga nismo
uspeli niti očistiti. Možnih vzrokov za nizko izražanje je več. Neoptimizirana raba
kodonov lahko predstavlja oviro pri izražanju proteinov v heterolognih sistemih,
vendar smo proteina EpEX wt-sfGFP pridobili skoraj 30-krat več kot EpEX mut2-
sfGFP, zato to verjetno ni vzrok nizkega izražanja. Možno je, da spremenjena RNA
tvori stabilne sekundarne strukture, ki preprečujejo potek prevajanja, a menimo,
da sprememba treh kodonov ne bi vodila k tako obsežnim spremembam. Ne iz-
ključujemo možnosti nepravilnega zvijanja proteina, kljub številnim indicom, ki




EpEX v raztopini tvori dimer, zato smo očǐsčenim proteinom najprej določili oligo-
merno stanje, kar nam je na enostaven način omogočilo vpogled v ustreznost zvitja
proteinov. Nepravilno zviti proteini namreč ne bi tvorili dimera. S kromatografijo
z ločevanjem po velikosti smo določili, da proteina EpEX wt in EpEX mut1 tvo-
rita dimer. Z napravo OMNISEC smo določili, da njuna fuzijska analoga ne tvorita
dimera. Menimo, da to ni posledica napačnega zvitja temveč steričnega oviranja.
Molekula sfGFP je namreč tako velika, da verjento preprečuje dimerizacijo. Pravilno
zvitje proteinov EpEX smo dokončno potrdili z merjenjem cirkularnega dikroizma.
CD-spektra proteinov EpEX wt in EpEX mut1 sta si zelo podobna, eksperimentalno
določen delež sekundarnih struktur pa se ujema s teoretično napovedjo. Menimo,
da smo z opisanimi eksperimenti potrdili pravilno zvitje obeh proteinov EpEX in
njunih fuzijskih analogov.
Z molekulskim umeščanjem smo preverili ligand vezavne lastnosti hidrofobnega
žepa. Z umestitvijo karboksilnih kislin in njihovih maltozidnih derivatov smo določili
okvirno velikost liganda. Primerno dolžino acilne verige liganda smo ocenili s po-
linomsko regresijsko krivuljo drugega reda. Njen minimum je bil v primeru mal-
tozidnih derivatov pri minimalni in povprečni energiji vezanja enak, pri karboksil-
nih kislinah pa sta bila minimuma različna. Eden izmed slednjih se nahaja pri 25
C-atomih dolgi acilni verigi, ki je predolga glede na velikost žepa. Poleg tega so
vezane karboksilne kisline z dalǰsimi acilnimi verigami tvorile energijsko neugodne
ovite konformacije. Sklepamo, da je bila uporaba maltozidnih derivatov karboksil-
nih kislin bolǰsi približek potencialnega liganda. Domnevamo, da opažen minimum
v okolici 16 C-atomov dolgi acilni verigi morda ustreza dolžini palmitoilne post-
translacijske modifikacije. Palmitoilirani proteini so vpleteni v regulaciji celičnega
signaliziranja, proliferacije in diferenciacije [37]. Signalizacijski poti Wnt in Notch
vključujeta palmitoilirane proteine, slednja pa prav tako vključuje regulirano intra-
membransko cepitev z ADAM10 in γ-sekretazo [38]. Pridobljene vrednosti energije
vezanja se skladajo z vrednostmi v literaturi pri podobnih analizah [39]. Upoštevati
je potrebno, da so realne vrednosti še nekoliko večje, saj molekulsko umeščanje s
programom AutoDock Vina ne upošteva prispevkov dehidratacije, ki so lahko pri
velikih hidrofobnih molekulah signifikantne. Vezanje hidrofobnih molekul smo na
osnovi rezultatov molekulskega umeščanja želeli preveriti tudi in vitro.
Opazili smo vezanje monomernih proteinov EpEX wt-sfGFP in EpEX mut1-sfGFP
na fosfatidiletanolamin, fosfatidilinozitol, gangliozid in monoramnolipid. Proteina
sta se vezala na izpostavljene hidrofilne dele lipidov, saj so bili slednji na nitro-
celulozno membrano imobilizirani s hidrofobnimi interakcijami, ki jih posredujejo
njihove acilne verige. Vezanje na fosfatidiletanolamin je bilo kvalitativno najbolj
izrazito, a dvomimo, da je katerakoli izmed opaženih interakcij fiziološko relevantna.
Tako fosfatidiletanolamin kot fosfatidilinozitol se namreč nahajata na znotrajcelični
strani fosfolipidnega dvosloja in sta tako EpEX nedosegljiva. Gangliozidi so prisotni
predvsem v živčnem tkivu, kjer so udeleženi v celični signalizaciji in adheziji [40].
Ramnolipidi pa so bakterijski surfaktanti, proizvodnja katerih je najbolj značilna
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za gram negativno bakterijo Pseudomonas aeruginosa [41]. Omembe vredno pa je
dejstvo, da je hidrofilni del vseh omenjenih lipidov, razen fosfatidiletanolamina, se-
stavljen iz saharidov. Slednja lastnost je morda skupna potencialnim proteinskim
ligandom.
Želeli smo preveriti, ali lahko vezanje lipidov na EpEX wt in EpEX mut1 poteka v
raztopini. Preizkusili smo vezanje flourescenčnih lipidov 14:0 in 16:0 Liss Rhod PE,
a njunega vezanja nismo uspeli dokazati. Domnevamo, da je morda v hidrofobnem
žepu nekaj že vezano, kar bi onemogočilo vezanje drugih molekul. Načrtovali smo
delipidacijo in ponoven poskus vezanja flourescenčnih lipidov ter drugih molekul, a
jih je pandemija virusa SARS-CoV-2 v letu 2020 onemogočila.
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6 Zaključek
V okviru magistrskega dela smo nadgradili delo, ki smo ga opravili v okviru diplom-
skega dela. Določili smo lokalizacijo fuzijskih proteinov EpCAM-sfGFP in kvantifi-
cirali vpliv strukturnega stanja hidrofobnega žepa na njihovo regulirano intramem-
bransko cepitev. Pripravili in očistili smo proteina EpEX in jima potrdili pravilno
zvitje. Pripravili in očistili smo tudi njuna fuzijska analoga. Naredili smo prve ko-
rake v raziskovanju vezanja ligandov na EpEX.
Pri laboratorijskem delu smo uspeli potrditi dve izmed postavljenih hipotez. Lo-
kalizacija mutantnih oblik fuzijskega proteina EpCAM-sfGFP je bila drugačna od
divjega tipa. Dokazali smo tudi, da je ena izmed mutantnih oblik EpEX pravilno
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Primer vhodnih parametrov za molekulsko umeščanje
r e c ep to r = r i g i d r e s i d u e s . pdbqt
f l e x = f l e x i b l e r e s i d u e s . pdbqt
l i gand = C16 . pdbqt
out = C 1 6 f l e x i b l e o u t . pdbqt
c en t e r x = =5.75
c en t e r y = 36.272
c e n t e r z = 10 .51
s i z e x = 18
s i z e y = 24
s i z e z = 20
log = C 1 6 f l e x i b l e l o g . txt
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